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Exozytotische Vorgänge bilden die Grundlage vieler Prozesse im Metabolismus und 
besonders in der Informationsverarbeitung und -weiterleitung sowohl von eukaryon-
ten als auch von prokaryonten Zellen. Exozytose von Neurotransmittern und vielen 
anderen Hormonen stellt eine besonders regulierte und sehr schnelle Form der Exo-
zytose dar. Die Möglichkeit, bestimmte Mengen von Botenstoffen schnell freizuset-
zen, hängt von der Fähigkeit ab Pools mit sofort freisetzbaren Vesikeln zu etablieren. 
Dies erfordert, dass die Vesikel zwar in einem freisetzbaren Status sind, aber nicht 
zwangsläufig freigesetzt werden. Ihre Ausschüttung muss getriggert werden. Neuro-
ne und neuroendokrine Zellen bilden zwei freisetzbare Vesikel-Pools, den Readily 
Releasable Pool (RRP) und den Slowly Releasable Pool (SRP). Der Readily Relea-
sable Pool enthält Vesikel, die bei einem physiologischen Stimulus rasch ausge-
schüttet werden, während der Slowly Releasable Pool als Reserve-Pool dient, aus 
dem der RRP aufgefüllt wird.  
Die molekulare Basis der funktionell unterschiedlichen Pools ist bis jetzt nicht be-
kannt. Während der Generierung von freisetzbaren Vesikeln in Chromaffinzellen der 
Maus habe ich die Rolle von Snapin untersucht, ein Protein, welches mit dem SNA-
RE-Komplex assoziiert ist und die schnelle Sekretion verstärkt.  
Bei der Auslösung von Sekretion durch eine Serie von Depolarisationen konnte ich 
keinen Effekt durch Snapin feststellen. Dieses Ergebnis legt nahe, dass der RRP 
nicht das Ziel von Snapin ist. So kam die Frage auf, ob Snapin unter Umständen den 
Highly Calcium-Sensitive Pool, einen Subpool des RRP, beeinflusst. Dieser Highly 
Calcium-Sensitive Pool (HCSP) wird nicht durch Depolarisationen freigesetzt und 
wurde in den Standard-Flash-Experimenten, bei denen intrazelluläre Calciumkonzen-
trationen von 20 µM erreicht werden, lange Zeit übersehen. Trotz einer veränderten 
Aufmerksamkeit bezüglich des HCSP sind die Eigenschaften dieses Pools und die 
molekularen Grundlagen der erhöhten Calciumsensitivität bis jetzt weitestgehend 
unverstanden. 
Bei der Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzentration in einen niedrigen mikro-
molaren Bereich durch die Freisetzung von gebundenem Calcium konnte ich selektiv 
den HCSP aktivieren. Unter diesen Bedingungen vergrößerte die Überexpression 
von Snapin den freigesetzten Pool, ohne die Zeitkonstanten zu verändern. Somit 
verstärkte Snapin den HCSP, wenn dieser gesondert stimuliert wurde. Um herauszu-
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finden, ob Snapin die gesamte Sekretion beeinflusst, verwendete ich ein Double-
Flash-Protokoll, durch das ich die verbliebenen Vesikel mit normaler Calciumsensiti-
vität zusätzlich freisetzen konnte. Es gab eine große Sekretionsantwort auf den zwei-
ten Flash, eine Sekunde nach der Sekretion des HCSP, mit zwei langsameren 
Zeitkonstanten. Diese Pools wurden nicht von Snapin vergrößert. 
Complexin, ein mit dem SNARE-Komplex assoziiertes Protein, verstärkt ebenfalls die 
schnelle Sekretion in Chromaffinzellen der Maus. Ich verwendete wiederum das Dou-
ble-Flash-Protokoll, um einen möglichen Effekt von Complexin auf den HCSP 
nachzuweisen. Im Gegensatz zu Snapin verstärkte Complexin die gesamte Sekretion 
ohne eine Selektivität für den HCSP zu besitzen. 
Meine Ergebnisse zeigen, dass Snapin einen exklusiven Effekt auf den HCSP besitzt 
und diesen, ohne einen signifikanten Einfluss auf die anderen Pools zu haben, selek-
tiv vergrößert. Weiterführende Experimente mit einer phosphomimetischen bzw. nicht 
phosporylierbaren Snapinmutante führten zu der Schlussfolgerung, dass Snapin nur 
im phosphorylierten Zustand voll funktionsfähig ist und die beschriebenen Effekte auf 
die schnelle Phase der Sekretion besitzt. Diese Ergebnisse bestätigen die Annahme, 
dass Calciumdomänen in den verschiedenen Phasen der Sekretion eine wesentliche 
Rolle spielen und der HCSP einen Pool mit einer hohen intrinsischen Calciumsensiti-
vität darstellt. Weiterhin ist Snapin mit diesem Pool assoziiert und könnte somit für 
die erhöhte Calciumsensitivität verantwortlich sein. 
Durch die Kombination von Kapazitätsmessungen und dem direkten Nachweis der 
ausgeschütteten Transmitter mittels Amperometrie konnte gezeigt werden, dass der 
Großteil der freigesetzen Transmitter dem HCSP zuzuordnen ist. Diese Feststellung 
lässt auf eine bedeutendere Rolle des HCSP bei der Exozytose schließen, als bis 
jetzt angenommen wird. 
Insgesamt weisen die Ergebnisse darauf hin, dass Snapin direkt für die Etablierung 
des HCSP benötigt wird. Dieser Pool wird durch calciumabhängige Proteinkinasen 
aktiviert und spielt so eine Rolle in der Antwort auf einen Stressreiz. Complexin hin-
gegen besitzt keinen selektiven Effekt auf den HCSP, sondern verstärkt die Gesamt-
heit der direkt freisetzbaren Pools und unterstützt somit die Katecholaminfreisetzung 






Characterization of the HCSP: The Role of Snapin and Complexin II 
in Highly Calcium-Sensitive Exocytosis 
 
Exocytosis is the basis for many processes in metabolism and especially in signal 
processing and transduction in eucaryotic as well as in procaryotic cells. The exocy-
tosis of neurotransmitters and many hormones is a specialized form of exocytosis 
which is highly regulated and occurs very rapidly. The ability to release controlled 
amounts of messenger molecules rapidly depends on the ability to establish pools of 
release-ready vesicles. This requires that vesicles become release-ready but are not 
constitutively released. Their release must be triggered. Neurons and neuroendo-
crine cells establish two pools of releasable vesicles, a readily releasable pool (RRP), 
and a slowly releasable pool (SRP). The readily releasable pool consists of vesicles 
which can be rapidly released under physiological stimulation, while the slowly re-
leasable pool is a reserve pool used to refill the RRP.  
The molecular basis of functional pools of vesicles is not known. I have examined the 
role of snapin, a protein which associates with the SNARE complex and enhances 
rapid secretion, in the generation of releasable pools in mouse chromaffin cells.  
When secretion was stimulated using a series of depolarizations, I observed no effect 
on secretion. These results indicate that the RRP is not the target of snapin. So the 
question raised whether snapin might influence the highly calcium-sensitive pool, a 
subset of the RRP. This highly calcium-sensitive pool (HCSP) is not activated by de-
polarization and was overlooked for a long time because the intracellular calcium 
concentration reaches around 20 µM in standard flash experiments. Despite in-
creased attention to the HCSP, the properties of this pool as well as the molecular 
basis of its increased calcium-sensitivity are not well understood. 
Using an elevation of the intracellular calcium concentration to low micromolar levels, 
produced by the uncaging of caged calcium, I was able to selectively activate the 
highly calcium-sensitive pool of vesicles. Under these conditions, overexpression of 
snapin increased the releasable pool without altering the rates of release. Thus 
snapin enhances release under conditions favoring the HCSP. To test whether 
snapin altered release in general, I used a double flash protocol to activate the re-
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maining secretion with normal calcium-sensitivity. Response to a second flash, a 
second after activation of the HCSP secretion, caused a strong burst of secretion 
with two slower release rates. These pools were not enhanced by snapin.  
Complexin, a SNARE complex associated protein, enhances the rapid secretion in 
mouse chromaffin cells as well. I examined whether complexin might also work se-
lectively on the HCSP, again using a double flash activation of secretion. Complexin 
enhanced overall secretion but showed no selectivity for the HCSP. 
My results show that Snapin has a highly selective effect on the HCSP without any 
significant influence on other pools. Experiments with a phosphomimetic and a non-
phosporylatable snapin-mutant corroborated the conclusion that Snapin functions in 
the phosporylated state and showed that it is phosphorylated snapin which preferen-
tially enhances the rapid phase of catecholamine secretion. These results are consis-
tent with the proposed role of calcium domains in different phases of secretion, and 
support the proposal that the HCSP is indeed a pool with an intrinsic high calcium 
sensitivity. They also indicate that snapin is associated with this pool of vesicles and 
may therefore be responsible for the observed increased calcium sensitivity. 
By combining capacitance measurements with the direct detection of catecholamine 
by amperometry it appears that a larger portion of catecholamine release is associ-
ated with the highly calcium sensitive pool than was expected. This may indicate a 
more important role of the HCSP in exocytosis than is currently appreciated. 
These result indicate that snapin is directly responsible for the establishment of the 
highly calcium-sensitive pool. This pool is activated under condition of increased ac-
tivity when calcium dependent protein kinases are active and thus regulates the 
stress response. In contrast, complexin had no selective effect on the HCSP and 
supported the entire releasable pools, which support physiological responses to nor-















2.1 Neurosekretion: Vom Vesikel zur Botschaft 
 
Die Ausschüttung von Botenstoffen (Transmittern) spielt eine herausragende Rolle in 
der körpereigenen Kommunikation. Ohne diesen Prozess wäre die komplexe Infor-
mationsverarbeitung und -weiterleitung des zentralen Nervensystems (ZNS) ebenso 
wenig möglich wie die einfachere Informationsweitergabe durch ein Hormon.  
Die Sekretion von Transmittern in den synaptischen Spalt, als chemische Komponen-
te der Reizweiterleitung, wird auf zellulärer Ebene durch die Fusion von transmit-
terhaltigen Vesikeln mit der synaptischen Membran vermittelt. Durch ein Aktionspo-
tential depolarisiert die Membran, spannungsabhängige Calciumkanäle öffnen und 
erhöhen innerhalb von Millisekunden die intrazelluläre Calciumkonzentration. Die 
erhöhte Calciumkonzentration führt schließlich zur Ausschüttung der Transmitter. 
Dieser Prozess ist von ubiquitärer Bedeutung, da er neben der beschriebenen Reiz-
weiterleitung im Nervensystem, in nahezu jedem Bereich des Stoffwechsels zu fin-
den ist. Eine Ausschüttung von Peptid-Hormonen wie Insulin und Katecholaminen 
oder generell exo- und endozytotische Vorgänge wären ohne die Fusion von Vesi-
keln mit einer Membran nicht möglich (Sudhof, 2004). Grundlage dieser Fusion ist 
eine Gruppe von Proteinen, die einen Komplex bilden, der die zwei Membranen ein-
ander annähert und schließlich zur Verschmelzung bringt. Dieser Komplex ist der 
sogenannte SNARE-Komplex (Soluble N-Ethylmaleimide-sensitive Attachment Pro-
teine Receptors) (Sutton et al., 1998; Chen and Scheller, 2001). 
Im Rahmen einer intensiven Forschung hat sich der klassische Begriff der Synapse, 
der eine Kontaktstelle zwischen einer Nervenzelle und ihrer Effektorzelle beschreibt, 
in den letzten Jahren erweitert. So bezeichnet die immunologische Synapse eine 
kurzzeitige Kontaktstelle zwischen einer Abwehrzelle und ihrer Zielzelle, die zu derer 
Vernichtung führt (Bromley et al., 2001). Auch hier sind SNARE-Proteine wesentlich 
beteiligt (Stow et al., 2006). 
In der vorliegenden Dissertation wurde mit Chromaffinzellen gearbeitet. Chromaffin-
zellen sind Zellen des Nebennierenmarks, die sich durch Chrom-Salze färben lassen 
und die Katecholamine Noradrenalin und Adrenalin produzieren und  sezernieren. 
Diese sind in sogenannten Large Dense Core Vesicles gespeichert (LDCV). Im Ge-
gensatz zu den z. B. in Neuronen vorkommenden Small Clear Vesicles (SCV) stellen 
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sich die LDCVs in der Elektronenmikroskopie groß und dunkel dar. Phylogenetisch 
entstammen die Chromaffinzellen denselben Vorläuferzellen wie die Nervenzellen 
des ZNS, weswegen man das Nebennierenmark als eine Art symphatisches Para-
ganglion ansehen kann. Diese Verwandtschaft bedingt eine große Ähnlichkeit in ih-
ren funktionellen Eigenschaften, zum einen in Bezug auf ihr Verhalten bei Erregung 
(Douglas et al., 1967), zum anderen in ihrer Protein- und Ionenkanalausstattung 
(Biales et al., 1976; Kits and Mansvelder, 2000). Durch ihre günstigen Eigenschaften 
in der Zellkultur und ihre runde Form eignen sich Chromaffinzellen besonders gut für 
elektrophysiologische Messungen (siehe auch Material und Methoden). Nichtsdesto-
trotz lassen sich in Chromaffinzellen gewonnene Ergebnisse aufgrund morphologi-






2.2 Vesikel-Pools: Vom Vesikel zur Ausschüttung 
 
Es existieren unterschiedliche Formen von Vesikel-Pools. Jedes Vesikel durchläuft 
eine Art Reifung, bevor es sezerniert werden kann. In einem ersten Schritt haften die 
Vesikel an der Membran an (Docking) und werden dann in einen sezernierbaren Zu-
stand gebracht (Priming) (Becherer and Rettig, 2006). 
Abb. 1: Schematische Darstellung 
einer Chromaffinzelle 
Durch die Bindung von Acetylcholin 
öffnen nikotinerge Na2+-Kanäle. 
Durch den Na2+-Einstrom depolari-
siert die Membran und spannungs-
abhängige Ca2+-Kanäle öffnen. 
Durch den Ca2+-Einstrom und die 
Ca2+-Freisetzung aus intrazellulären 
Speichern, werden die katechola-
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Man kann in Chromaffinzellen vier Pools von Vesikeln sowohl räumlich als auch kine-
tisch voneinander unterscheiden: den Depot Pool (DP), den Unprimed Pool (UPP), 
den Slowly Releasable Pool (SRP) und den Readily Releasable Pool (RRP). Diese 
Unterscheidung wurde durch die Anwendung verschiedener Techniken möglich. Zum 
einen ist es mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik möglich, die verschiedenen Pools ki-
netisch und in Bezug auf ihre Größe zu unterscheiden (siehe Material und Metho-
den). Durch die Kenntnis der Kapazität eines einzelnen Vesikel gelingt es, die ge-
samte Zahl der sezernierten Vesikel zu schätzen (Moser and Neher, 1997a). Zum 
anderen ermöglicht die Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy (TIRFM), 
die Darstellung der räumlichen Verteilung (Steyer und Almers, 2001) und der Mobili-
tät (Nofal et al., 2007) einzelner Vesikel. Zusätzlich ist es durch die direkte Detektion 
der ausgeschütteten Katecholamine mittels Amperometrie möglich, ein differenzierte-
res Bild von der Fusion der Vesikel und der Ausschüttung der Transmitter zu erhalten 




Abb. 2: Vesikel-Pools 
Die verschiedenen Vesikel-Pools entsprechen unterschiedlichen Reifungsstadien. Zuerst müssen 
das Docking und Priming vollzogen werden, bevor die Vesikel sezerniert werden können. Im Inset 
ist die Antwort auf eine schlagartige [Ca2+]i-Erhöhung zu sehen. Die unterschiedlichen Phasen der 
Kapazitätsantwort entsprechen der Freisetzung aus den verschiedenen Pools. 
(aus Becherer and Rettig, 2006) 
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Vergleichend wird in ZNS-Synapsen ebenfalls eine Unterteilung in eine schnelle und 
eine langsame Komponente vorgenommen (Augustine and Neher, 1992; Sakaba, 
2006). Hierbei entspricht der auch als RRP bezeichnete schnelle Pool am ehesten 
der Summe des RRP und SRP in Chromaffinzellen. 
 
 
2.2.1 Der Depot Pool: DP 
 
Der Depot Pool ist mit geschätzten 2000 Vesikeln (in adulten Mäusen) der größte 
Pool (Sorensen, 2004). Seine Vesikel sind weiter als 200 nm von der Membran ent-
fernt und sind somit noch nicht gedockt. Aus dem Depot Pool werden die Vesikel des 
Unprimed Pool aufgefüllt. 
 
 
2.2.2 Der Unprimed Pool: UPP 
 
Haben die Vesikel den Prozess des Docking durchlaufen, werden sie dem Unprimed 
Pool zugerechnet. Diese sind dem Namen nach noch nicht geprimed, wie die Vesikel 
des Readily Releasable Pool und des Slowly Releasable Pool. Definitionsgemäß be-
finden sich gedockte Vesikel in einem Abstand von weniger als 200 nm von der 
Membran (Ashery et al., 2000). Der Unprimed Pool umfasst (in adulten Mäusen) un-
gefähr 750 Vesikel, aus denen der Slowly Releasable Pool und der Readily Releasa-
ble Pool gespeist werden. In der Kapazitätsantwort auf eine schlagartige Erhöhung 
der intrazellulären Calciumerhöhung stellt sich der Unprimed Pool in der sogenann-
ten Sustained Component dar (siehe Inset Abb. 2). Nachdem die Vesikel aus den 
Primed Pools (SRP und RRP) freigesetzt wurden, werden die Vesikel des Unprimed 
Pool  in einen fusionskompetenten Status und zur Sekretion gebracht. Dies bedingt 
den linearen Anstieg der Sustained Component. Mit Hilfe bildgebender Verfahren wie 
der TIRF-Mikroskopie ist es möglich, Prozesse wie Docking und Priming und damit 
den Übergang  zwischen den verschiedenen Pools auch visuell sichtbar zu machen 
(Becherer et al., 2007). Hierbei unterscheidet sich der Unprimed Pool von den Pri-
med Pools (SRP und RRP) zum Beispiel durch eine erhöhte Mobilität. 
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2.2.3 Der Slowly Releasable Pool und Readily Releasable Pool: SRP und RRP 
 
Der Slowly Releasable Pool und der Readily Releasable Pool beinhalten die fusions-
kompetenten Vesikel. Diese primed vesicles werden in der Kapazitätsantwort als 
burst registriert, d. h. unmittelbar auf eine schlagartige intrazelluläre Calciumerhö-
hung werden diese Vesikel ausgeschüttet. Hierbei entspricht der Slowly Releasable 
Pool dem Slow Burst und der Readily Releasable Pool dem Fast Burst (vergleiche 
Inset Abb. 2). 
Sowohl der SRP als auch der RRP beinhalten ca. 150 Vesikel bei einer intrazellulä-
ren Calciumkonzentration von 300 nM. Dabei ist zu beachten, dass die Größe der 
Pools von der basalen Calciumkonzentration abhängig ist (Voets, 2000). Bei einer 
Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzentration von 300 nM auf 20 µM durch ei-
nen Flash (schlagartige Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzentration durch 
einen UV-Blitz; vergleiche 3.2.3.3) wird der RRP mit einer Zeitkonstanten von 20-
40 ms und der SRP mit einer Zeitkonstanten von 200 ms geleert.  
Die globale Erhöhung des intrazellulären Calcium auf solch hohe Werte löst eine Se-
kretion aus, die nicht als physiologisch angesehen werden kann. Ein physiologischer 
Stimulus, also die Depolarisation durch ein Aktionspotential, bringt normalerweise nur 
die Vesikel des RRP zur Freisetzung.  
In genaueren Untersuchungen wurden unterschiedliche Subpools des RRP gefun-
den. So kann man den RRP in verschiedene Pools unterteilen: den Immediately Re-
leasable Pool (IRP) und den Highly Calcium-Sensitive Pool (HCSP). 
 
 
2.2.4 Der Immediately Releasable Pool: IRP 
 
Dem Immediately Releasable Pool lassen sich ungefähr 25 % des RRP (ca. 35 Vesi-
kel) zuordnen. Wahrscheinlich werden bei der Antwort auf ein Aktionspotential 
hauptsächlich die Vesikel des IRP ausgeschüttet (Horrigan and Bookman, 1994). Der 
IRP ist definiert als Pool, der sich in unmittelbarer Nähe zu den spannungsabhängi-
gen Calciumkanälen befindet, so dass er durch einen kurzen Depolarisationspuls 
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2.2.5 Der Highly Calcium-Sensitive Pool: HCSP 
 
Der nur 15 Vesikel umfassende Highly Calcium-Sensitive Pool (entspricht ca. 10 % 
des RRP) entleert sich schon bei intrazellulären Calciumwerten unter 10 µM. Auf-
grund seiner hohen Calciumsensitivität und geringen Größe wurde dieser Pool in den 
konventionellen Flash-Experimenten, die Werte weit über 10 µM erreichen, lange 
übersehen. Er ist nicht identisch mit dem zuvor beschriebenen Immediately Releasa-
ble Pool, da sich nach Leerung des HCSP der IRP in seiner Größe nicht ändert 
(Yang et al., 2002). Es ist davon auszugehen, dass die Vesikel des HCSP sich relativ 
weit von den spannungsabhängigen Calciumkanälen befinden, da es bis heute nicht 
gelungen ist, den HCSP mit einem Depolarisationsstimulus zu entleeren. Auf der an-
deren Seite wurde bisher kein dem IRP entsprechendes Korrelat in Flash-
Experimenten gefunden, so dass es vermutlich die Nähe zu den Calciumkanälen ist, 
die bestimmt, ob eine bestimmte Vesikelpopulation zur Ausschüttung kommt und 





Der Prozess der Anheftung und der späteren Verschmelzung von Vesikeln mit der 
Membran ist ein proteinabhängiger Vorgang (Jahn and Sudhof, 1999; Rettig and 
Neher, 2002). Verschiedene Proteine spielen in den Schritten von der lockeren An-
heftung (dem Docking) über die Reifung zu fusionskompetenten Vesikeln (dem Pri-
ming) bis hin zur eigentlichen Fusion eine wesentliche Rolle. Eines der wenigen Pro-
teine mit einer bekannten Funktion im Prozess des Docking ist das zur Familie der 
SM-Proteine (Sec1/Munc18) gehörende Munc 18-1 (Voets et al., 2001b; Toonen et 
al., 2005). Das Priming ist ein Vorgang, der auf der Bildung des SNARE-Komplexes 
beruht (Bruns and Jahn, 2002; Rizo and Sudhof, 2002; Becherer and Rettig, 2006). 
Durch den assemblierten SNARE-Komplex werden die Vesikelmembran und die 
Zielmembran einander angenähert und die Energie bereitgestellt, die für die Fusion 
nötig ist (Sudhof and Rothman, 2009). 
 
 







2.3.1 Der SNARE-Komplex: Grundlagen für die Fusion 
 
Bei der Fusion von Vesikeln mit der Zellmembran spielen SNARE-Proteine eine 
überragende Rolle. Sie können in vesicular SNAREs (v-SNAREs oder auch R-
SNAREs) und target SNAREs (t-SNAREs oder auch Q-SNAREs) unterteilt werden, 
die zusammen einen hochstabilen Komplex bilden, der nicht durch das Detergenz 
SDS dissoziiert werden kann und erst bei Temperaturen über 90º C denaturiert 
(Sollner et al., 1993a; Sollner et al., 1993b; Hanson et al., 1997). Zu den vesikulären 
v-SNAREs zählt das Protein Synaptobrevin. Die an der Zellmembran befindlichen t-
SNAREs sind zum einen SNAP-25 (Synaptosome-associated protein of 25 kD) und 
zum anderen Syntaxin. V-SNAREs und t-SNAREs besitzen eine hohe Affinität zuein-
ander und lagern sich im Zipper-Modell reißverschlussähnlich vom zytoplasmati-
schen zum transmembranösen Teil (vom N-terminalen zum C-terminalen Ende) ein-
ander an und bringen die beiden Lipiddoppelschichten so nah zusammen, dass sie 
fusionieren können (Sutton et al., 1998).  
Abb. 3: SNARE-Komplex und Membranfusion 
A. Der assemblierte SNARE-Komplex nähert die Vesikelmembran und die Zellmembran einander 
an. Durch ein reißverschlussähnliches Zusammenziehen der SNARE-Proteine wird die Kraft (F) 
erzeugt, die die Membranen schließlich zur Verschmelzung bringt. 
B. Nach der Fusion der beiden Membranen liegt eine vereinte Membran vor und es wird keine 
weitere Energie benötigt. Die in dem Vesikel enthaltenen Transmitter diffundieren initial zu einem 
kleinen Teil durch die Fusionspore. Diese öffnet sich weiter, wodurch der Rest der Transmitter 
schlagartig freigesetzt wird. Die Schritte von der Formation der Fusionspore bis zur vollständigen 
Öffnung lassen sich mit Hilfe der Amperometrie nachvollziehen.  
 
(aus Südhof und Rothman, 2009) 






Die Proteine des SNARE-Komplexes bilden die essenzielle Grundlage des Fusions-
prozesses. Defekte, die eine Assemblierung des SNARE-Komplexes unmöglich ma-
chen, führen damit zu einem vollständigen Fehlen von exozytotischen SNARE-
vermittelten Vorgängen (Montecucco and Schiavo, 1994). Auf der anderen Seite füh-
ren kleinere Defekte, die eine partielle Funktion zulassen, zu der Möglichkeit, den 
genauen Funktionsmechanismus des jeweiligen Proteins im Detail zu erforschen 
(Jahn and Niemann, 1994).  
Die SNARE-Proteine stellen somit zwar die Basis für die Ausschüttung von Neuro-
transmittern dar, sie bedürfen aber zahlreicher weiterer Proteine für eine geregelte 
Funktion. Zu nennen wären hier der Calcium-Sensor Synaptotagmin und die in die-
ser Arbeit näher untersuchten Proteine Snapin und Complexin II (siehe Abb. 5). 
 
Abb. 4: Kristallstruktur des as-
semblierten SNARE-Komplex und 
Angriffspunkte verschiedener 
Neurotoxine 
Die Proteine Synaptobrevin (blau), 
SNAP-25 (grün) und Syntaxin (rot) 
bilden ein viersträngiges α-Helix-
Bündel. Die transmembranösen An-
teile sind gelb gefärbt.   
Die jeweiligen Angriffspunkte ver-
schiedener Botulinum- und Tetanus-
toxine sind mit Pfeilen gekennzeich-
net. So erzeugte Defekte lassen 
Rückschlüsse auf die genaue Funk-
tionsweise des jeweiligen Proteins 
zu. 
 
(aus Sutton et al., 1998) 







2.3.2 Synaptotagmin: Der Calcium-Sensor 
 
Synaptotagmin ist nach der gängigen Theorie der Calciumsensor der schnellen Exo-
zytose (Brose et al., 1992; Chapman, 2002). Die Ausschaltung von Synaptotagmin I 
in Chromaffinzellen führt zu einem selektiven Verlust des RRP (Voets et al., 2001a). 
Synaptotagmin bindet calciumabhängig an SNARE-Proteine (Chapman et al., 1995; 
Zhang et al., 2002), so dass eine reduzierte Calciumaffinität von Synaptotagmin mit 
einer verminderten Calciumsensitivität des Fusionsprozesses einhergeht 
(Fernandez-Chacon et al., 2001). Neuere Ergebnisse weisen darauf hin, dass Synap-
totagmin neben der Funktion als Calciumsensor auch eine Aufgabe bei der Vertei-
lung von Vesikeln an der Membran übernimmt. So hilft Synaptotagmin, Vesikel des 
RRPs in der Nähe von spannungsgesteuerten Calciumkanälen anzusiedeln (McNeil 
and Wu, 2009; Young and Neher, 2009). 
Abb. 5: Proteine, Pools und Fusionsprozess 
Beteilung verschiedener Proteine während des Fusionsprozesses. Besonders zu beachten sind 
die SNARE-Proteine Synaptobrevin, SNAP-25 und Syntaxin, sowie der Ca2+-Sensor Synapto-
tagmin. Complexin II bindet an den assemblierten SNARE-Komplex und stabilisiert ihn, was durch 
eine reduzierte Rate k-2 zum Ausdruck kommt. Nicht in der Zeichnung findet sich Snapin, welches 
an SNAP-25 bindet und die Anlagerung von Synaptotagmin an den SNARE-Komplex fördert und 
so eine erhöhte Ca2+-Sensitivität zur Folge hat. 
 
(aus Becherer und Rettig, 2006) 









Snapin ist ein SNAP-25-bindendes Protein, das die Anlagerung von Synaptotagmin 
an den SNARE-Komplex fördert (Ilardi et al., 1999). Die Ausschaltung von Snapin 
führt zu einer Verminderung der calciumabhängigen Exozytose aufgrund einer ver-
ringerten Zahl an fusionskompetenten Vesikeln (Tian et al., 2005). Snapin kann 
durch die Proteinkinase A (PKA) an Serin 50 phosphoryliert werden. Durch die 
Phosphorylierung wird die Anlagerung von Snapin und Synaptotagmin mit dem 
SNARE-Komplex erleichtert und dadurch der exozytotische burst vergrößert (Chheda 
et al., 2001). Die sustained component der Kapazitätsantwort wird nicht beeinflusst, 
was die Annahme, dass Snapin den SNARE-Komplex stabilisiert, bestärkt (Thakur et 
al., 2004). Snapin interagiert mit zahlreichen weiteren Proteinen und erfüllt wahr-
scheinlich weitere – zum Teil noch unbekannte – Funktionen auch vor dem eigentli-
chen Fusionsprozess (Ruder et al., 2005; Wang et al., 2009). In Neuronen wurde 
Abb. 6: Synaptotagmin: Struktur und Funktion 
A. Domänenstruktur von Synaptotagmin I. Besonders zu beachten sind die Transmembrandomä-
ne (TM), sowie die beiden funktionellen Domänen C2A und C2B.  
B. Kristallstruktur von Synaptotagmin I ohne Ca2+. Die zwei antiparallel zueinander stehenden C2-
Domänen weichen auseinander und geben so auch die Bindungsstelle für Ca2+-Ionen an der C2A-
Domäne frei.  
C. Vereinfachtes Model der Interaktion von Synaptotagmin, SNAREs und Membranen. Dargestellt 
ist nur die C2B-Domäne (blau), die jeweils 2 Ca2+-Ionen (orange) gebunden hat. +/- bezeichnen 
die Polarität. Angenommen wird eine Interaktion sowohl mit dem c-terminalen SNARE-Komplex, 
als auch mit beiden Membranen (nicht bewiesen). 
 
(aus Rizo und Rosenmund, 2008) 
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jüngst gezeigt, dass Snapin die Fusion von synaptischen Vesikeln synchronisiert 
(Pan et al., 2009). 
 
 
2.3.4 Complexin II 
 
Complexin II ist das einzige in Chromaffinzellen exprimierte Complexin und bindet 
calciumunabhängig an den SNARE-Komplex, genauer gesagt an der Syntaxin-
Synaptobrevin-Kopplungsstelle (Chen et al., 2002). Bis heute sind vier verschiedene 
Complexine bekannt, die sich in ihrer Struktur nur wenig unterscheiden. Die Aus-
schaltung von Complexin II führt zu einer stark eingeschränkten Effizienz in der Neu-
rotransmitterausschüttung, welche jedoch durch eine erhöhte intrazelluläre Calcium-
konzentration wieder auf das Ausgangsniveau gehoben werden kann (Reim et al., 
2001). Es wird heute angenommen, dass Complexin wahrscheinlich als eine Art 
Greifer fungiert, der den assemblierten SNARE-Komplex in einem fusionskompeten-
ten (primed) Status hält, welcher nur noch einen kleinen Stimulus zur Sekretion be-
nötigt (Sudhof and Rothman, 2009). Diese Annahme resultiert aus verschiedenen 
Ergebnissen. Auf der einen Seite wurden inhibierende Effekte von Complexin in Neu-
ronen gefunden (Giraudo et al., 2006). Andererseits verstärkte Complexin II die Se-
kretion in Chromaffinzellen (Cai et al., 2008). Südhof und Rothman gehen in ihrer 
Übersichtsarbeit davon aus, dass Complexin eine stabilisierende Funktion erfüllt, die 
nicht nur Fusion durch eine besonders enge Bindung an die Membran erleichtert, 
sondern vor allem auch spontane Sekretion verhindert. So werden die SNARE-
Proteine durch Complexin aktiviert und fixiert. Durch die Bindung von Calcium an 
Synaptotagmin wird das Complexin wieder gelöst und der Fusionsprozess kann voll-
endet werden (Pang et al., 2006; Tang et al., 2006; Rizo and Rosenmund, 2008). 
 















2.4 Ziel der Arbeit 
 
Der HCSP wurde von Yang et al. (2002) als Pool von Vesikeln beschrieben, die be-
reits bei niedrigen intrazellulären Calciumkonzentrationen freigesetzt werden. Yang 
et al. beschrieben eine Vergrößerung des HCSP durch die Proteinkinase C (PKC). 
Auch andere Autoren beschrieben den HCSP, sowie eine Vergrößerung durch die 
Applikation von Phorbol-12-Myristate-13-Acetate (PMA), einem Aktivator der PKC 
(Liu et al., 2006). Da durch eine Proteinkinase zahlreiche Proteine phosphoryliert und 
damit eine Vielzahl an Stoffwechselwegen beeinflusst werden, war es nicht möglich 
exakte Aussagen über den genauen Mechanismus einer Vergrößerung des HCSP zu 
treffen.  
Abb. 7: Complexin: Struktur und Funktion 
A. Domänenstruktur von Complexin I.  
B. Kristallstruktur eines Complexin-Fragmentes, das antiparallel an den SNARE-Komplex 
bindet. 
C. Bindung der C2B-Domäne (s. Abb. 6) von Synaptotagmin an den Komplex aus SNAREs 
und Complexin. Durch den schwarzen Kreis ist die Region gekennzeichnet in der die C2B-
Domäne von Synaptotagmin mit der akzessorischen Helix von Complexin konkurriert.  
D. Vereinfachtes Model (analog zu Abb. 6) der Interaktion von Complexin, SNAREs und Sy-
naptotagmin. Synaptotagmin verdrängt Complexin (N-terminaler Teil X) teilweise aus seiner 
Bindung und ermöglicht so die Vollendung des Fusionsprozesses. Die genaue Funktion bzw. 
Interaktion des N-terminalen Teils (X) ist bis jetzt aber nicht bekannt und rein spekulativ. 
 
(aus Rizo und Rosenmund, 2008) 
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Das Ziel meiner Arbeit war, den HCSP auf zwei Wegen genauer zu charakterisieren. 
Zum einen exprimierte ich die Proteine Snapin bzw. Snapinmutanten und Comple-
xin II in Chromaffinzellen der Maus über. Von beiden Proteinen ist bekannt, dass sie 
einen Effekt auf die Calciumsensitivität des Fusionsprozesses besitzen. Zum ande-
ren versuchte ich durch verschiedene Stimulationsprotokolle eine möglichst exakte 
Aufspaltung der verschiedenen Pools in der Kapazitätsantwort  zu erreichen, um so 
genaue Schlussfolgerungen zu der spezifischen Wirkung der einzelnen Proteine ma-
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Agarose (DNA) Sigma 




BPB (Bromphenolblau), Natriumsalz Serva 
BSA (Bovine Serum Albumin) Sigma 
CaCl2 Sigma 










Ethanol Carl Roth 
Ethidiumbromid Invitrogen 
FCS (Fetal Calf Serum) Invitrogen 




D-Glucose VWR International 
L-Glutamic Acid Sigma 





HEPES VWR International 
HPLC Wasser VWR International 
ITS-X Invitrogen 
KCl VWR International 
Mito Labor Schubert&Weiss 
MgCl2 VWR International 
Mops Sigma 
NaCl VWR International 
NaH(PO4)2 VWR International 
NaH2PO4 VWR International 
NE-Buffer 10 x Biolabs 
NGS VWR International 
Nitrophenyl-EGTA Eigene Herstellung 
Optimem Invitrogen 
Penicillin/Streptomycin Invitrogen 
Phenol (DNA) Sigma 
Phenol (RNA) Carl Roth  
RNA-Ladder Biolabs 
Sigma-Wasser Sigma 
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3.1.3 Lösungen und Medien 
 
3.1.3.1 Lösungen und Medien für die Zellkultur 
 
FCS 10% 
900 ml DMEM 
2 ml Penicillin/Streptomycin 
1 ml Mito 
100 ml FCS 
 
Locke´s 
154 mM NaCl 
5,6 mM KCl 
0,85 mM NaH2PO4 
2,15 mM Na2HPO4 
10 mM D-Glucose 
pH = 7,4; 312 mOsm 
 
Enzymlösung 
2 mg L-Cystein 
10 ml DMEM 
0,1 ml CaCl2 (100 mM) 
0,1 ml EDTA (50 mM) 
20 U/ml Papain 
bei 37º C 20 Minuten mit Carbogengas begasen 
 
Inaktivierungslösung 
25 mg Albumin 
25 mg Trypsin-Inhibitor 
10 ml FCS 10% 
 
Medium 
40 ml DMEM 
400 µl ITS-X 
160 µl Penicillin/Streptomycin 
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3.1.3.2 Lösungen und Medien für die Virusgenerierung und -aktivierung 
 
Linearisierungslösung 
2,5 µl NE-Buffer 2 
2,5 µl BSA 
1,5 µl SpeI 
3 µg DNA 
auf 25 µl mit Sigma H2O auffüllen 
 
DEPC-Wasser 0,1% 
1 ml DEPC 
1 l dH2O 
bei Raumtemperatur inkubiert, danach autoklaviert 
 
5 x MOPS 
3,28 g NaAc 
20,6 g MOPS 
in 800 ml DEPC-Wasser lösen (pH = 7) 
+10 ml 0,5 M EDTA (pH = 8) 
auf 1 l mit DEPC-Wasser auffüllen 
sterilfiltrieren und vor Licht geschützt aufbewahren 
 
Lade-Puffer 
10 ml 5 x MOPS 
8,5 ml Formaldehyd 37% 
25 ml Formamid 
2,5 ml Glycerol 
10 µl EDTA (0,5 M) 
12,5 mg BPB 
2,75 ml Sigma H2O 
 
Optimem + 2,5% FCS 
100 ml Tryptosephosphat 
20 ml HEPES 
25 ml FCS 
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1 ml Penicillin/Streptomycin 
auf 1 l mit Optimem auffüllen, sterilfiltrieren 
 
Optimem + 5% FCS 
15 ml Tryptosephosphat 
3 ml HEPES 
7,5 ml FCS 
150 µl Penicillin/Streptomycin 
auf 150 ml mit Optimem auffüllen, sterilfiltrieren 
 
HBS 
140 mM NaCl 
10 mM HEPES  
5 mM KCl 
10 mM MgCl2 
20 mM CaCl2 





Optimem ohne FCS + 0,2% BSA 
44 ml Optimem 
5 ml Tryptosephosphat 
1 ml HEPES (1 M) 
50 µl Penicillin/Streptomycin 
0,1 g BSA 
 
Chymotrypsin 
2 mg Chymotrypsin 
1 ml HBS 
 
Aprotinin 
6 mg Aprotinin 
1 ml HBS 
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3.1.3.3 Lösungen für „Whole-Cell“ Patch-Clamp Experimente 
 
Extrazelluläre Lösung 
147 mM NaCl 
2,4 mM KCl 
10 mM HEPES 
1,2 mM MgCl2 
2,5 mM CaCl2 
10 mM D-Glucose 
pH = 7,5; 310 mOsm 
 
Intrazelluläre Lösung 
100 mM Cs-Glutamat 
2 mM Mg-ATP 
0,3 mM Na2-GTP 
40 mM Cs-HEPES 
5 mM NP-EGTA 
4 mM CaCl2 
0,4 mM Furaptra 
0,4 mM Fura-4F 






pSFV1-snapin-WT-IRES-eGFP alle Snapin-Viren  
pSFV1-snapin-S50A-IRES-eGFP wurden am MPI für  
pSFV1-snapin-S50D-IRES-eGFP biophysikalische Chemie, 
Göttingen generiert 
(Chheda et al., 2001; Tian 
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pSFV1-CPXII-IRES-eGFP generiert von Katja  
Klingler, Physiologisches 





Wildtypmäuse Mausstall, Physiologisches 




3.1.6 Patch-Clamp Set-Up 
 
Borosilicate Glass GB 150 F 8P Science Products GmbH 
Tubes, Capillary 1.5-1.8 x 100 mm Kimble Products 
Kohlefaser PAN-T650, 5 µm Amoco Perform. Products 
Micropipette Puller P-97 Sutter Instruments 
Patch Pipette Puller PA-10 TSE System 
Computer medvis 
EPC-7, EPC-9 Patch-Clamp-Verstärker, HEKA Electronics 
mit PULSE Software 8.31 
Oszilloskop TDS 2004B Tektronix 
IX70 inverses Mikroskop Olympus 
Fura-Filter FF01-510/84 Olympus 
Kamera TVCCD-200 Monacor 
Monochromator Polychrom IV T.I.L.L. Phototonics 
UV-Blitz Lampe Rapp OptoElectronic 
Neutralfilter  AHF Analysetechnik  




Schwingungsgedämpfter Tisch Newport 
Faraday Käfig Eigenbau 






3.2.1 Chromaffinzellpräparation und Zellkultur 
 
Für die Gewinnung von Chromaffinzellen wurden 0 bis 6 Tage alte neugeborene 
Wildtypmäuse benutzt. Nach der Vorbereitung aller nötigen Utensilien und Lösungen 
für die Präparation wurden die benötigten Mäuse aus dem Mausstall geholt und so 
schonend wie möglich per Dekapituation getötet. Danach wurden nacheinander bei-
de Nebennieren stumpf mit einer Pinzette präpariert und nach der Freilegung unter 
Zuhilfenahme einer Mikroschere vorsichtig ausgelöst und in einen Tropfen Locke´s 
Lösung in eine Petrischale überführt. Nachdem beide Nebennieren ausgelöst waren, 
wurden sie unter einem binokularen Mikroskop mit einer Pinzette behutsam von ver-
bliebenem Fett und Bindegewebe gesäubert und in einen frischen Tropfen Locke´s 
Lösung gebracht. Je eine Nebenniere wurde in ein Falcon mit 500 µl Enzymlösung 
überführt und, abhängig vom Alter, 18-25 Minuten bei 37º C im Schüttelbad inkubiert. 
Hierauf wurde die Enzymlösung abpipettiert und durch 500 µl Inaktivierungslösung 
ersetzt, welche zu Präparationsbeginn zusammen mit dem Medium in den Zellinku-
bator gestellt wurde, und für weitere 4 Minuten im Schüttelbad inkubiert. Die Inakti-
vierungslösung wurde wiederum abpipettiert und mit 300 µl Medium aufgefüllt. Die 
verbliebene Nebenniere wurde mit einer feinen Pipettenspitze circa 15-20 Mal tritu-
riert, bis nur noch die Drüsenhülle ungelöst blieb. Je 100 µl dieser Zellsuspension 
wurden auf ein Deckgläschen mit 25 mm Durchmesser pipettiert und für 30 Minuten 
im Zellinkubator bei 37º C und 13% CO2 auf einer 6-Well-Platte inkubiert. Nachdem 
die Zellen sich so absetzen konnten, wurde jedes Well mit 3 ml Medium aufgefüllt 
und für mindestens 2 Tage im Zellinkubator belassen. Alle Zellen wurden am zweiten 
bzw. dritten Inkubationstag gemessen. 
 
 
3.2.2 Virusgenerierung, -aktivierung und -infektion 
 
Alle Viren waren bereits vorhanden und wurden wie oben angegeben publiziert. Für 
die Einschleusung der untersuchten Proteine wurde das Semliki-Forest-Virus (SFV) 
gewählt. Hierbei handelt es sich um ein gut untersuchtes Konstrukt, von dem be-
kannt ist, effizient Chromaffinzellen zu infizieren und in einem gewissen Zeitrahmen 
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wenig zytopathisch – vor allem in Bezug auf funktionelle Eigenschaften – auf die Zel-
len zu wirken (Ashery et al., 1999; Duncan et al., 2002).  
Das Semliki-Forest-Virus gehört zur Familie der Togaviridae (α-Viren) und besitzt 
eine lineare Einzelstrang-RNA mit positiver Polarität, die in der Zelle direkt als mRNA 
fungiert. Durch eine im Virusplasmid enthaltene interne ribosomale Eintrittsstelle (In-
ternal Ribosome Entry Site, IRES) (Pelletier and Sonenberg, 1988) erhielt man einen 
bicistronischen Vektor, der es erlaubt, das zu untersuchende Protein und das Mar-
kerprotein getrennt voneinander zu translatieren. Als Markerprotein wurde das grün 








Für die Klonierung wurde das modifizierte pSFV1 Plasmid mit einer internen riboso-
malen Eintrittsstelle des Poliovirus verwendet. Dieses pSFV1-PV-IRES Plasmid ent-
hält oberhalb des PV-IRES eine singuläre BamHI- und BssHII-Sequenz und unter-
halb eine Nrul-Sequenz. Gene, die in dieses Plasmid kloniert werden sollen, brau-
chen eine Kozak-Sequenz und ein Startcodon. Die für alle Snapin und Complexin II 
codierenden cDNAs enthielten eine Kozak-Sequenz und wurden in die BamHI-
BssHII-Sequenz des pSFV1-PV-IRES subkloniert. Die für das eGFP codierende 
cDNA enthielt ebenfalls eine Kozak-Sequenz und wurde in die BamHI-BssHII-
Abb. 8: pSFV1-eGFP infizierte Chromaffinzelle 
Bei Anregung mit 488 nm erscheinen infizierte Zellen grün. Diese Zellen exprimieren GFP sowie 
das gewünschte Protein und wurden für die Experimente ausgewählt. 
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Sequenz des pSFV1 Polylinker subkloniert. Die virale RNA wurde durch in-vitro 
Transkription von pSFV1 Plasmiden, die für SFV Nicht-Struktur-Proteine kodieren, 
und von pSFV-helper2 Plasmiden, die für die Strukturproteine (Capsid- und Hüllpro-
teine) kodieren, vorbereitet.  
 
 
 Abb. 9: SFV-Genom (A), DNA-Vektoren zur Generierung von rekombinanten SFV-
Partikeln (B) und Generierung von SFV-Partikeln (C) 
Das Virusgenom besteht aus den Nichtstrukturproteinen nsP1-4 und den Capsid- und Hüllpro-
teinen C und E1-3, die getrennt voneinander transkribiert werden. Im pSFV-helper2-Plasmid 
verhindern 3 Punktmutationen in p62 die Proteolyse in E3 und E2. Diese werden erst durch die 
Zugabe von Chymotrypsin gespalten und das Virus somit infektiös. Die RNA für die Struktur-
proteine hat kein Verpackungssignal (Vps), weshalb diese nicht in den Viruspartikel aufge-
nommen werden. Das Virus ist daher nicht replikationsfähig. 
An die Nichtstrukturproteine angefügt findet sich das gewünschte Protein (foreign), das durch 
die zusätzlich eingefügte IRES später getrennt transkribiert wird. 
 
(Abb. von Gibco) 
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Linearisierung der DNA 
Die Linearisierung wurde an einer einzelnen SpeI-Sequenz unterhalb des Poly-A 
Schwanz durchgeführt. 25 µl der Linearisierungslösung enthielten 3 µg DNA und 
wurden für 90 min bei 37º C inkubiert. Um die vollständige Linearisierung zu überprü-
fen, wurde eine Gelelektrophorese durchgeführt. 1 µl DNA wurde in 2 µl 6xLB (Lade-
Puffer) und 9 µl Sigma H2O gelöst und gegen 4 µl 4% λ-Marker als Referenz – eben-
falls in 2 µl 6xLB (Lade-Puffer) und 9 µl Sigma H2O gelöst – laufen gelassen. Die 
Elektrophorese wurde für 10 min bei 65 V und anschließend für 50 min bei 80 V 
durchgeführt. Die DNA wurde nach Färbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht bei 
312 nm sichtbar gemacht und photographiert.  
Die linearisierte DNA reinigte man mit Phenol/Chloroform und Ethanol auf. 24 µl des 
restlichen Linearisierungsansatzes wurden mit 200 µl Phenol, 12 µl Chloroform und 
176 µl Sigma H2O gevortext und danach für 10 min bei 14000 rpm zentrifugiert.  
200 µl des Überstandes wurden mit derselben Menge Chloroform wiederum gevor-
text und für 5 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde mit 20 µl 3 M 
Natriumacetat und 500 µl kaltem Ethanol (100%) versetzt und in RNA-freie Eppen-
dorfgefäße überführt, um die DNA über Nacht bei -20º C auszufällen. Am nächsten 
Morgen wurde die DNA für 15-30 min bei 14000 abzentifugiert, der Überstand ver-
worfen und die DNA mit 500 µl kaltem Ethanol (70%) gewaschen. Danach wurde sie 
gevortext und für weitere 10 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde 
abermals verworfen und das gewonnene DNA-Pellet im Excikator getrocknet. Das 
Pellet wurde in Sigma H2O resuspendiert und konnte bei -20º C aufbewahrt oder di-
rekt weiterverwertet werden. 
 
In-vitro Transkription 
Für die Transkription wurden 5 µl der DNA mit 10 µl 2 x NTP/CAP, 2 µl 10 x Reaction 
Buffer, 2 µl Enzymmix und 1 µl 20 mM GTP (MMessage mMachine SP6 Kit, Ambion) 
gemischt und für 2 Stunden bei 37º C inkubiert. Danach gab man 1 µl DNase dazu 
und inkubierte die Mischung wiederum für 20 min bei 37º C. Um das Produkt aufzu-
reinigen, wurden 179 µl Sigma H2O, 200 µl Phenol (hier: Aqua roti Phenol pH 4,5-5 
für RNA-Isolierung) und 12 µl Chloroform zugegeben, gevortext und für 5 min bei 
14000 rpm zentrifugiert. Die übrigen Schritte wurden entsprechend der oben be-
schriebenen DNA-Isolierung durchgeführt. Am nächsten Morgen wurde die RNA 
zweimal mit kaltem Ethanol gewaschen, gemischt und bei 4º C zentrifugiert und das 
gewonnene RNA-Pellet in 20 µl Sigma H2O resuspendiert.  
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Zur Quantifizierung der gewonnenen RNA führte man eine Gelelektrophorese durch. 
Für das Gel wurden 0,4 g Agarose in 20 ml DEPC H2O gelöst und 3 mal kurz in der 
Mikrowelle aufgekocht. Dieser Ansatz wurde für 2 min im Wärmeschrank bei 37º C 
geschwenkt und danach mit 5,3 ml 5 x Mops und 4,7 ml Formaldehyd (37%) ge-
mischt und gegossen. 1 µl RNA-Probe wurde mit Lade-Puffer (200 µl Loading Buffer 
mit 5 µl Ethidiumbromid gevortext) gemischt. Als Marker dienten 3 µl RNA-Ladder 
gemischt in 8 µl Lade-Puffer. Die Probe und der Marker wurden für 10 min bei 65º C 
auf dem Heizblock inkubiert. Dann wurden je 10 µl von Probe und Marker auf das 
Gel aufgetragen. Die Laufzeit in einem Laufpuffer bestehend aus 50 ml 5 x Mops und 
200 ml DEPC H2O betrug 100 min (10 min bei 80 V, danach 90 min bei 100 V). Das 
Gel wurde photographiert und mit dem RNA-Marker verglichen, um die RNA-Menge 
abzuschätzen, und die RNA in 10 µg Aliquots geteilt. Diese wurden bei -80º C gela-
gert. 
 
BHK21 Zellkultur und Elektroporation 
Die BHK Zellen wuchsen in Optimem + 2,5% FCS. Um die Zellen zu teilen, wurde 
das Wachstumsmedium abgesaugt, mit 10 ml Optimem gewaschen und danach 6 ml 
Trypsin-EDTA hinzugegeben. Nach 1 min waren die Zellen vom Boden gelöst und 
wurden durch Mischen mit der Pipette vereinzelt. Diese Zellsuspension wurde in 6 ml 
Optimem + 5% FCS gegeben. Die Zellen wurden insgesamt 3 mal 3 min bei  
1300 rpm zentrifugiert und das Pellet jeweils in 10 ml Optimem resuspendiert. Nach 
der letzten Zentrifugation wurden die Zellen gezählt und so aufgeteilt, dass man eine 
Zelldichte von 5 x 105 pro Kulturflasche erreichte. Die Zellen wurden bei 37º C, 5% 
CO2 für 2 Tage inkubiert. 
Vor der Elektroporation wurden die gleichen Schritte, wie gerade beschrieben, 
durchgeführt und die Zellen so aufgeteilt, dass man eine Zelldichte von 1 x 107/ml 
erhielt. Je 8 µl (8 x 104 Zellen) dieser Zellsuspension wurden in ein Well einer 6-Well-
Platte (mit je 3 ml Optimem + 2,5% FCS) für den späteren Virustitertest überführt. 
Zunächst wurde der Leerwert durch Elektroporation einer Küvette mit 400 µl Opti-
mem ermittelt. Für die Probe gab man 400 µl Zellsuspension (4 x 106 Zellen) zu 
10 µg RNA und 10 µg helper2 RNA in eine Küvette. Der Elektroporator (Gene Pulser 
II, Biorad) wurde auf 360 V, 75 µF und High Cap (500 max.) eingestellt und jede Kü-
vette zweimal gepulst. Um die Zellen aus der Küvette zu entnehmen, wurde zweimal 
je 1 ml Optimem + 2% FCS in die Küvette gegeben, abpipettiert und in eine Kulturfla-
sche überführt. Dann wurden die Zellen bei 31º C, 5% CO2 für 24 Stunden inkubiert. 
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Nach dieser Zeit hatte sich das Virus gebildet und war im Medium enthalten. Das 
Medium wurde in ein Falcon überführt und 5 min bei 4º C mit 2500 rpm zentrifugiert. 
Das im Überstand enthaltene Virus wurde in 450 µl Aliquots aufgeteilt, in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und bei -80º C gelagert. 
 
Virustitertest 
Für den Titertest wurde ein Virusaliquot aufgetaut und wie in 3.2.2.2 beschrieben ak-
tiviert. Man setzte eine 1:20 und 1:200 Verdünnung mit Optimem ohne FCS + 0,2% 
BSA an. Von der für den Titertest vorbereiteten 6-Well-Platte wurde das Medium ab-
gesaugt und jedes Well mit 3 ml Optimem gewaschen. Je 1 ml des verdünnten Viru-
saliquot wurde in ein Well gegeben und für 90 min bei 37º C, 5% CO2 inkubiert. Da-
nach wurde der Überstand erneut abgenommen und durch je 3 ml Optimem mit 2,5% 
FCS ersetzt und über Nacht bei 37º C, 5% CO2 inkubiert. Den Titer berechnete man 
nach Auszählung der fluoreszierenden Zellen unter dem Mikroskop durch die Formel: 
Anzahl Zellen x Vergrößerungsfaktor x Verdünnung x 2,4 (Verdünnungsfaktor). Der 
Verdünnungsfaktor errechnete sich aus der Summe der verschiedenen Lösungen 





Die bei -80º C eingefrorenen Virusaliquots (450 µl) wurden bei Raumtemperatur auf-
getaut. Jedem Aliquot wurde die gleiche Menge Optimem ohne FCS + 0,2% BSA 
und 100 µl Chymotrypsin zugesetzt und für 40 Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert. Anschließend wurden 110 µl Aprotinin hinzugegeben, um die Chymotrypsinak-
tivität zu stoppen, und für weitere 4 Minuten inkubiert, bevor das Virus für eine Infek-






Die Chromaffinzellen wurden mit je 100 µl aktiviertem Virus für 4 Stunden bei 37º C 
und 13% CO2 inkubiert, bevor sie für ein Experiment gebraucht wurden. Die Kontrol-
le, ob eine Zelle das gewünschte Protein exprimiert, erfolgte während des Experi-
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ments. Die im Messaufbau befindlichen Zellen wurden über den Monochromator mit 
Licht einer Wellenlänge von 488 nm angeregt und wiesen bei einer erfolgreichen In-





3.2.3.1 Patch-Clamp-Technik und Kapazitätsmessung 
Die Patch-Clamp-Technik ermöglicht es, funktionelle Eigenschaften von Zellen oder 
Membranen, wie elektrische Ströme oder Exozytose, zu messen und zu untersu-
chen. Ursprünglich entwickelt, um kleinste Ströme an einzelnen Kanälen zu messen 
(Neher and Sakmann, 1976), erlauben modifizierte Anwendungen dieser Technik 
vielfältige Einblicke in die Physiologie von Zellen oder zellfreien Membranstücken 
(Hamill et al., 1981) und sind in der Lage, auch komplexe Prozesse wie Endo- und 
Exozytose aufzuzeichnen (Neher and Marty, 1982; Lindau and Neher, 1988).   
 
Nach dem Heranfahren der Patchpipette an die Zelle und der Etablierung einer 
hochohmigen Abdichtung zwischen Pipettenspitze und Extrazellulärraum (sog. Giga-
Seal) befindet man sich in der Cell-Attached-Konfiguration. Die elektrische Isolation 
in der Größenordnung von mehreren Giga-Ohm reduziert das Hintergrundrauschen 
und den Leckstrom auf ein Minimum und ermöglicht es so, zum Beispiel die Aktivität 
einzelner Ionenkanäle zu registrieren. Wird die Membran unter der Pipettenspitze 
durch vorsichtiges Saugen durchbrochen, erreicht man die Whole-Cell-Konfiguration 
(siehe Abb. 10 und 11).  




   
Diese ist charakterisiert durch einen niedrigen Serienwiderstand und Leckstrom und 
erlaubt die Kontrolle des Membranpotentials und des intrazellulären Milieus, da das 
Zytosol nun mit der Pipettenlösung ausgetauscht wird. So ist es möglich, unter kon-
trollierten Bedingungen Prozesse zu messen, die die ganze Zelle betreffen. Die Who-
le-Cell-Konfiguration stellt nicht nur eine verbesserte Spannungsklemme (Voltage-
Abb. 10: Schematische Darstellung verschiedener Patch-Konfigurationen 
Modifiziert nach Hamill et al., 1981 
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Clamp) dar, da im Vergleich zur früheren Methode des Einstechens von Mikroelek-
troden der Leckstrom stark reduziert ist und so auch kleine Zellen gemessen werden 
können, sondern gestattet es, über Kapazitätsänderung Exozytose direkt zu messen. 
 
 
Prinzipiell ist es möglich, die Kapazität einer Zelle über die Stromantwort auf die Ap-
plizierung eines Rechteck-Spannungs-Pulses im Whole-Cell-Modus zu errechnen. 
Grundlage hierfür ist das in Abb. 11 dargestellte elektrische Modell einer Zelle, das 




Der Graph der Stromantwort lässt sich durch die Funktion 
€ 
I(t) = (I0 − ISS )
−
t
τ + ISS  be-
schreiben. Initial wird der Kondensator aufgeladen und nachdem dies geschehen ist, 
fließt ein konstanter Strom. Zu Beginn fällt die komplette Spannung über dem Seri-






Abb. 11: Schematische Darstel-
lung der elektrischen Eigenschaf-
ten einer Zelle im Whole-Cell-
Modus 
Stromkreis bestehend aus Serienwi-
derstand RS, Membranwiderstand RM 
und Membrankapazität CM. Er ist die 
für das Haltepotential (DC) verant-
wortliche Spannung. CP steht für die 
Kapazität der Pipette. 
Abb. 12: Stromantwort auf die Applizierung eines Rechteckspannungspulses 
Nach der initialen Aufladung des Kondensators (I0) fließt der Strom im SteadyState (ISS). 
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Nachdem der Kondensator voll geladen ist (Steady State), fließt der gesamte Strom 





. Der Kondensator wird mit 
der Zeitkonstanten 
€ 
τ = RpCM  über die parallele Kombination Rp der Widerstände RS 






Aus der Auflösung der obigen Gleichungen lassen sich die drei Parameter RS, RM 
















Die mit dieser Methode (die sog. Time-Domain-Technik) beobachteten Kapazitäts-
änderungen konnten erstmalig mit exozytotischen Vorgängen korreliert werden. 
Nichtsdestotrotz ist eine solche Kapazitätsmessung fehlerträchtig, da beispielsweise 
bei der Verwendung von Filtern von den oben genannten idealen Bedingungen ab-
gewichen wird und somit die Parameter nicht mehr korrekt errechnet werden können. 
Zudem kann unter anderem die nicht berücksichtigte Kapazität der Pipette zu Fehl-
einschätzungen des Ladestroms I0 führen. 
 
Ein neuerer und für die hier durchgeführten Experimente genutzter Ansatz stellt die 
Nutzung eines sinusförmigen Stimulus anstatt des Rechteck-Spannungs-Pulses dar. 
Durch die Applizierung eines solchen Stimulus auf den in Abb. 11 dargestellten 
Stromkreis, bestehend aus Widerständen und Kondensatoren, erhält man eine eben-
falls sinusförmige Stromantwort mit einer geänderten Amplitude und einer durch den 
Kondensator bedingten Phasenverschiebung von 90º. Aufgrund der Gleichartigkeit 
der Antwort fallen die bei der Time-Domain-Technik beobachteten Fehlerquellen 
größtenteils weg. Wenn man neben dem Sinusstimulus noch ein Haltepotential ap-
pliziert, können die drei Parameter RS, RM und CM – ebenso wie mit der Time-
Domain-Technik, aber exakter – abgeschätzt werden (für Einzelheiten siehe Sak-
mann, Neher: „Single-Channel Recording“, 1995). Die Amplitude und Phasenver-
schiebung des Stroms werden mithilfe eines phasensensitiven Detektors (Lock-In-
Verstärker) gemessen und analysiert. Diese Technik wird „Lindau-Neher“-Technik 
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oder auch „Sine-Wave + DC“-Technik genannt. Bedingt durch eine hohe Stimulati-
onsfrequenz erhält man eine höhere zeitliche Auflösung. So ist es möglich, exozyto-
tische Prozesse zu registrieren, die sich im Bereich von Millisekunden abspielen (ei-
ne Frequenz von 1 kHz bedeutet eine Auflösung von 1 ms).  
 
Für die durchgeführten Experimente wurde eine sinusförmige Anregung mit einer 
Frequenz von 2 kHz und einer Amplitude von 30 mV appliziert. Das Haltepotential 
wurde auf -70 mV gesetzt. Es wurden Pipetten mit einem Widerstand von 2-4 MΩ 
benutzt, die Serienwiderstände <10 MΩ ergeben, um so eine möglichst rauscharme 





Neben der oben beschriebenen Kapazitätsmessung besteht die Möglichkeit, die 
Ausschüttung von Neurotransmittern mittels Amperometrie direkt zu detektieren. Bei 
dieser Technik wird eine Kohlefaser mit einer Spannung von +800 mV anliegend an 
die Zelle herangeführt. Verschiedene Neurotransmitter, wie die von Chromaffinzellen 
oder auch von Neuronen freigesetzten Monoamine, sind oxidierbar (Bruns and Jahn, 
1995). Diffundieren diese an die Kohlefaser, wird das Transmittermolekül oxidiert, 
wodurch ein kleiner Strom über die Faser fließt, der sich messen lässt (Chow et al., 
1992). Eine in die Extrazellulärlösung eingetauchte Kohlefaser weist einen hohen 
Widerstand auf, so dass kaum Strom fließt. Im Gegensatz zur Kapazitätsmessung 
wird nur die tatsächlich stattfindende Sekretion von Neurotransmittern gemessen, 
ohne durch eventuell gleichzeitige Endozytose oder Exozytose von leeren Vesikeln 
ein verzerrtes Bild zu erhalten. Die Kombination von Kapazitäts- und Amperometrie-
messungen ermöglicht so eine differenziertere Beobachtung der Ausschüttung von 
Neurotransmittern als jede Technik für sich. Die Kohlefasern wurden nach dem vor-
liegenden Protokoll gefertigt (Bruns, 2004) und vor Beginn bzw. nach der Messung 
an einer Zelle mit einer Mikroschere geschnitten, um eine saubere Detektionsober-
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3.2.3.3 Photolyse von Nitrophenyl-EGTA 
 
Um die calciumabhängige Exozytose zu untersuchen, wurde der UV-instabile Calci-
umchelator NP-EGTA verwendet. Durch einen kurzen UV-Lichtblitz (Flash) zerfällt 
das NP-EGTA (Kd=80 nM; Zerfallsprodukt: Kd=1mM) und setzt dadurch schlagartig 
das gebundene Calcium frei (Ellis-Davies and Kaplan, 1994). Die intrazelluläre Calci-
umkonzentration wurde in Experimenten mit einem Flash auf ∼5 µM und in Experi-
menten mit zwei Flashes zunächst auf ∼5 µM und dann auf ∼25 µM gehoben. Um ein 




3.2.3.4 [Ca2+]i-Messung und -Kalibration 
 
Die Überwachung der intrazellulären Calciumkonzentration wurde durch die kombi-
nierte Nutzung zweier calciumsensitiver Fluoreszenz-Farbstoffe gewährleistet. Zum 
einen wurde Fura-4F mit einer hohen Calcium-Affinität (Kd=770 nM) für den nanomo-
laren Bereich, zum anderen Furaptra mit einer niedrigen Calcium-Affinität (Kd=25 µM) 
für den mikromolaren Bereich eingesetzt (Grynkiewicz et al., 1985; Martinez-Zaguilan 
et al., 1998). Die Mischung dieser beiden Farbstoffe ermöglicht es, über einen weiten 
Bereich die intrazelluläre Calciumkonzentration präzise zu messen (Regehr and 
Atluri, 1995; Paredes et al., 2008). Durch die Bindung von Calcium zeigen die beiden 
Farbstoffe eine Absorptionsverschiebung, die sich bei Anregung im Bereich zwischen 




Abb. 13: Anregungsspektrum von  
Fura-4F 
Charakteristisches Spektrum bei unter-
schiedlichen [Ca2+]i. 
Bei Anregung zwischen 300 nm und  
400 nm lassen sich 2 Maxima unter-
scheiden. Die Mischung aus Fura-4F und 
Furaptra wird bei 350/380 nm angeregt. 
  
(Download von www.invitrogen.com) 
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Bei einer alternierenden Anregung der Farbstoffe durch Licht einer Wellenlänge von 
350 nm und 380 nm emittiert jeder Farbstoff mit einer gewissen Intensität, die von 
der freien Calciumkonzentration abhängig ist. Durch die Bildung eines Quotienten 
aus den Emissionswerten der beiden Farbstoffe bei unterschiedlichen intrazellulären 
Calciumkonzentrationen erhält man die Ratio 
€ 
r = E380E350
, die nach Kalibrierung den ge-
suchten Ca2+-Wert ergibt. 
Für die ratiometrische in vivo-Kalibrierung wurden Chromaffinzellen mit Intrazellulär-
lösungen bekannter Calciumkonzentrationen gepatcht und im Whole-Cell-Modus die 
Emission gemessen. Das freie Calcium wurde durch die Calcium-Chelatoren BAPTA 
oder DPTA gepuffert.  
 
Tab. 1: Kalibrierungslösungen 
 
Die erhaltenen Werte wurden halblogarithmisch aufgetragen (Voets, 2000). Die Ab-
hängigkeit der Ratio von der intrazellulären Calciumkonzentration lässt sich durch die 
Funktion 
€ 















Die aus den Kapazitätsmessungen gewonnenen Daten wurden mit dem Programm 
IGOR Pro 6.04 ausgewertet. Die Messkurven wurden mit einer Funktion gefittet, die 
eine oder zwei Exponentialfunktionen und eine lineare Komponente aufweist: 
€ 
f (t) = A0 + Af (1− e
t
τ f ) + kt  
€ 
f (t) = A0 + Af (1− e
t
τ f ) + As(1− e
t
τ s ) + kt  
Hierbei steht A0 für die Ausgangskapazität. Af und As bzw. τf und τs stehen für Ampli-
tude bzw. Zeitkonstante der schnellen und langsamen Komponente. 
Zur Überprüfung der Signifikanz wurde der Mann-Whitney-U-Test bei dem Vergleich 
der Pool-Größen genutzt. Für die Auswertung der Ratio AF1/AF2 wurde der Wico-






Abb. 14: In vivo-Kalibrierungskurve der Ca2+-Farbstoffe Fura-4f/Furaptra 
Für die Kalibrierung wurden die Messergebnisse von 5-10 Zellen pro Ca2+-Wert gemittelt. Jede 
Ratio entspricht einem definiertem Ca2+-Wert. So ist es möglich, die exakte [Ca2+]i zu ermitteln. 
 






4.1 Effekte von Snapin auf den HCSP 
 
Von Snapin wurde berichtet, dass es die schnelle Komponente der Kapazitätsantwort 
bei Flash-Experimenten vergrößert (Thakur et al., 2004; Tian et al., 2005). Ziel war 
es herauszufinden, ob Snapin hierbei eine besondere Bedeutung für die hoch-
calcium-sensitive Exozytose hat. Ich überexprimierte Snapin mithilfe des Semliki-




4.1.1 Snapin in Depolarisationsexperimenten 
 
Zunächst sollte untersucht werden, ob sich ein Effekt von Snapin durch die Stimulati-
on der Zelle mit Depolarisationen zeigt. Hierfür wurde ein Protokoll bestehend aus 
einer Serie von 6 kurzen Depolarisationen à 10 ms (0 mV) und 4 langen Depolarisa-
tionen à 100 ms (0 mV) gewählt. Ein ähnliches Protokoll wurde von Thomas Voets 
genutzt, um damit den Readily Releasable Pool RRP zu leeren (Voets et al., 1999). 
Damit die Daten mit den für später geplanten Flash-Experimenten besser vergleich-
bar waren, nutzte ich die gleichen Lösungen sowohl extra- als auch intrazellulär, wie 
sie auch für die Flash-Experimente vorgesehen waren. Da die intrazelluläre Lösung 
neben dem UV-instabilen Calcium-Chelator NP-EGTA noch Fura-4F-Farbstoff ent-
hielt, war es möglich, die globale intrazelluläre Calciumkonzentration während des 
gesamten Protokolls zu überwachen. Extrazellulär verwendete ich eine Lösung, die 
im Vergleich zu normalen Ringerlösungen ein mit 2,5 mM relativ erhöhtes Calcium 
aufwies. Dies sollte sicherstellen, dass ein großer Konzentrationsgradient über der 
Membran bestand, um so einen ausreichenden Calcium-Einstrom in die Zelle durch 
die Depolarisationen zu erreichen.  
Durch die Depolarisationen wurde die intrazelluläre Calciumkonzentration schrittwei-
se angehoben und parallel dazu die Kapazitätsantwort registriert (siehe Abb. 15). Da 
ich (Snapin)-infizierte Zellen mit Wildtypzellen verglich, unterschied sich der Calci-
umeinstrom bei beiden Zelltypen (Ashery et al., 1999). Die intrazelluläre Calciumkon-
zentration wurde durch die Depolarisationen bei den Kontrollzellen von 514 nM ± 
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26,4 nM auf 1,46 µM ± 0,13 µM und von 604 nM ± 21,2 nM auf 1,27 µM ± 0,05 µM 
bei den Snapin-überexprimierenden Zellen gehoben. Es zeigte sich, dass bei annä-
hernd gleichem Calcium mit 36,7 fF ± 5,14 fF (Kontrollen) bzw. 36,4 fF ± 4,98 fF 






Nach den Ergebnissen von Yang und Voets konnte man davon ausgehen, dass ich 
mit diesem Protokoll den Immediately Releasable Pool IRP freisetzen konnte (Voets 
et al., 1999; Yang et al., 2002). Somit schien Snapin keinen Effekt auf diesen Pool zu 
haben. Daraufhin kam die Frage auf, ob mit einer solchen Stimulation tatsächlich nur 
der IRP oder auch andere Pools, wie der Highly Calcium-Sensitive Pool HCSP, aus-
geschüttet werden. Yan Yang hatte gezeigt, dass der HCSP nicht in der Nähe von 
Calcium-Kanälen und damit auch nicht durch kurze Depolarisationen freisetzbar war, 
die die intrazelluläre Calciumkonzentration in Mikrodomänen um die Kanäle sehr viel 
stärker erhöhen als global (Garcia et al., 2006; Oheim et al., 2006). Da ich das globa-
le Calcium in meinem Versuch präzise kontrollieren konnte, stellte sich die zusätzlich 
Frage, ob mit dieser Stimulation schon die kritische Schwelle für die Ausschüttung 
des HCSP erreicht war. Die Antworten auf diese Fragen versuchte ich mit einem an-
Abb. 15: Kapazitätsantwort von Snapin-
überexprimierenden Zellen auf eine Serie 
von Depolarisationen  
Gemittelte [Ca2+]i und Kapazitätsantwort 
(n=19, N=6). Eine Stimulation aus einer Se-
rie von 6 kurzen (10 ms; 0 mV) und 4 langen 
(100 ms; 0 mV) Depolarisationen zeigt kei-
nen Unterschied zwischen snapin-
überexprimierenden Zellen (rot) und Wild-
typzellen (schwarz). Die [Ca2+]i wurde wäh-
rend des gesamten Experiments durch Fura-
Messungen überwacht. 
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deren Stimulationsprotokoll zu finden, bei dem ich das globale Calcium schlagartig 
durch einen UV-Flash erhöhte. 
 
 
4.1.2 Vergrößerung des HCSP durch Snapin 
 
Um eine genauere Differenzierung der Pools zu ermöglichen, wurde nun ein Proto-
koll mit einer Kombination aus einem UV-Flash, gefolgt nach 300 ms von 11 Depola-
risationen à 30 ms (0 mV) verwandt (modifiziert nach Yang). Zu Beginn versuchte ich 
die Schwelle zu finden, ab der eine schlagartige Sekretion als Antwort auf den UV-
Flash zu beobachten war. Diese Schwelle variierte von Zelle zu Zelle, lag im Schnitt 
aber bei ca. 4,5 – 5,0 µM Postflash-Calcium. Wenn diese Schwelle nicht erreicht 
wurde, war entweder keine oder eine linear ansteigende, stetige Sekretion zu sehen. 
Der HCSP wurde als kleiner Pool mit einer schnellen Zeitkonstante beschrieben, so 
dass ich davon ausgehen konnte, noch nicht den HCSP auszuschütten. Diese An-
nahme bestärkend wurde eine adäquate (schlagartige) Kapazitätsantwort am besten 
mit einer einzelexponentiellen Funktion, d. h. mit nur einer Zeitkonstanten, beschrie-
ben. Aufgrund dieser beiden Beobachtungen war nicht nur davon auszugehen, den 
HCSP auszuschütten, sondern auch ihn in einem Bereich 5 µM > [Ca2+]i > 10 µM 
allein zu entleeren. Die auf den Flash folgenden Depolarisationen lösten nur eine 















Bei annähernd gleichem Preflash-Calcium (Wildtyp: 396 nM ± 35,2 nM, Snapin:  
428 nM ± 22,9 nM) wurde die intrazelluläre Calcium-Konzentration durch den Flash 
auf 6,37 µM ± 0,39 µM (Wildtyp) bzw. 7,52 µM ± 0,32 µM (Snapin) gehoben (siehe 
Abb. 16 a). Die schnelle Komponente der Kapazitätsantwort auf den Flash betrug 
28,2 fF ± 7,6 fF (Kontrollen) bzw. 72,9 fF ± 13,6 fF (Snapin). Die Berechnung der re-
Abb. 16: Kapazitätsantwort von Snapin-überexprimierenden Zellen auf eine Kombina-
tion bestehend aus einem UV-Flash und Depolarisationen 
A. Gemittelte [Ca2+]i und Kapazitätsantwort (n=21, N=5). Flash-Photolyse von Ca2+ auf Werte 
5 µM < [Ca2+]i < 10 µM löst eine schlagartige Sekretion aus. Die Kapazitätsantwort ist in den 
snapin-überexprimierenden Zellen erhöht, wobei die Depolarisationsantwort (11 Depolarisa-
tionen je 30 ms, 0 mV) keinen Unterschied zeigt.  
B. Quantitative Analyse der HCSP-Größe und -Zeitkonstanten, sowie relative Kapazitätsant-
wort (∆CM) auf die Depolarisationen  
(** p<0,01) 
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lativen Kapazitätsantwort als Differenz aus der gesamten Sekretion und der gefitte-
ten Amplitude der Flash-Antwort, ergab für die Kontrollzellen 73,3 fF ± 13,0 fF sowie 
für die snapin-überexprimierenden Zellen 94,6 fF ± 12,3 fF (siehe Abb. 16 b). 
Im Vergleich der snapin-überexprimierenden Zellen zu den Wildtypzellen zeigte sich  
bei annähernd gleichen Zeitkonstanten ein selektiv vergrößerter HCSP (p<0,01). Die 
Antwort auf die Depolarisationen zeigte keinen signifikanten Unterschied.  
 
 
4.1.3 Volle Funktionalität von Snapin erfordert Phosphorylierung 
 
Aus früheren Publikationen ist bekannt, dass die Phosphorylierung von Snapin eine 
wesentliche Rolle für die Funktionstüchtigkeit dieses Proteins spielt (Thakur et al., 
2004). Aufgrund dieser Ergebnisse stellte sich die Frage, ob die Phosphorylierung 
auch für den Effekt von Snapin auf den HCSP von Bedeutung ist. Um dies herauszu-
finden, infizierte ich Chromaffinzellen mit Snapinmutanten, die eine Punktmutation an 
einem Serin (S50) aufwiesen. Ein anstelle des Serins eingesetztes Alanin (S50A) 
verhinderte eine Phosphorylierung, wohingegen ein Aspartat (S50D) einen phospho-
rylierten Status des Snapins simulierte. Für den Vergleich dieser beiden Punktmuta-
tionen verwendete ich das Kombinationsprotokoll aus dem vorherigen Experiment 
(vergleiche Abb. 16). 
Bei annähernd gleichem Preflash-Calcium (S50A: 438 nM ± 15 nM, S50D: 424 nM ± 
20 nM) wurde die intrazelluläre Calcium-Konzentration durch den Flash auf 5,98 µM 
± 0,35 µM (S50A) bzw. 5,72 µM ± 0,27 µM (S50D) gehoben. Die schnelle Kompo-
nente der Kapazitätsantwort auf den Flash betrug 20,5 fF ± 4,2 fF (S50A) bzw. 
51,2 fF ± 6,8 fF (S50D). Die Berechnung der relativen Kapazitätsantwort als Differenz 
aus der gesamten Sekretion und der gefitteten Amplitude der Flash-Antwort ergab für 
die S50A-Zellen 65,1 fF ± 9,8 fF sowie für die S50D-Zellen 92,1 fF ± 12,9 fF. 
Die phosphomimetische Mutante S50D wies bei gleicher intrazellulärer Calciumkon-
zentration einen signifikant größeren HCSP auf als die unphosphorylierte Mutante 
S50A. Die Antwort auf die Depolarisationen zeigte wiederum keinen signifikanten 
Unterschied (siehe Abb. 17). 
Somit war davon auszugehen, dass der Phosporylierungsstatus von Snapin einen 
wesentlichen Einfluss auf dessen Funktion und damit auf die Wirkung auf den HCSP 
hat (p<0,01). 






Abb. 17: Kapazitätsantwort von snapin-S50A und snapin-S50D-überexprimierenden 
Zellen auf eine Kombination bestehend aus einem UV-Flash und Depolarisationen 
A. Gemittelte [Ca2+]i und Kapazitätsantwort (n=20, N=8). Flash-Photolyse von Ca2+ auf Wer-
te 5 µM < [Ca2+]i < 10 µM löst eine schlagartige Sekretion aus. Die Flashantwort der 
phosphomimetischen Mutante S50D war vergrößert, was einen Einfluss des Phosporylie-
rungsstatus nahelegt.  
B. Quantitative Analyse der HCSP-Größe und -Zeitkonstanten, sowie relative Kapazitäts-
antwort (∆CM) auf die Depolarisationen. (** p<0,01) 
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4.1.4 Selektive Vergrößerung des HCSP durch Snapin 
 
In den vorherigen Experimenten zeigte sich eine Vergrößerung des HCSP durch 
Snapin, aber die nachfolgenden Depolarisationen lösten immer nur eine kleine Ka-
pazitätsantwort aus (vergleiche Abb. 16 u. 17). Da ich davon ausging, nur den 
HCSP, als Teil des RRP, freizusetzen, war zu vermuten, dass die Depolarisationen 
nicht in der Lage waren, den Rest des RRP bzw. des SRP zu leeren. Ein eventueller 
Effekt von Snapin auf diese Pools konnte also nicht beurteilt werden. Um alle Pools 
zu leeren, nutzte ich ein neues Protokoll, welches aus zwei UV-Flashs bestand. Der 
erste Flash sollte wie in den vorangegangenen Versuchen den HCSP leeren. Ein 
zweiter Flash, im Abstand von einer Sekunde zum ersten, sollte die restlichen Pools 
leeren. Die beiden Flashs wurden über einen externen Pulse-Stimulator getriggert 
und hatten die gleiche Intensität. So konnte die intrazelluläre Calciumkonzentration 
mit dem ersten Flash auf Werte zwischen 3,5-10 µM und mit dem zweiten Flash auf 
Werte zwischen 20-30 µM gehoben werden. Um mit dem zweiten Flash das Calcium 
nicht zu hoch zu treiben, schwächte ich diesen − wenn nötig − durch den Einsatz ei-
nes Neutralfilters. Das vorangegangene Experiment hatte den Einfluss der Phospory-
lierung gezeigt, so dass ich in diesem Versuch ebenfalls die beiden Snapinmutanten 
S50A und S50D verglich.  
Der erste Flash setzte wie zuvor einen kleinen Pool frei. Im Gegensatz zu den vorhe-
rigen Experimenten war es jedoch möglich, mit dem zweiten Flash eine große Kapa-
zitätsantwort zu erhalten (siehe Abb. 18 a). Um einen Eindruck von der tatsächlich 
freigesetzten Neurotransmitter-Menge zu erhalten, wurde in diesem Versuch zum 
ersten Mal der direkte Nachweis der Katecholaminausschüttung mittels Amperome-
trie verwendet. Hierbei zeigte sich, dass der Hauptteil der sezernierten Katecholami-
ne bereits mit dem ersten Flash ausgeschüttet wurde und nur ein sehr kleiner Teil 
durch den zweiten Flash (siehe Abb. 18 b). 
Das Ergebnis des vorangegangenen Phosphorylierungsexperimentes bestätigend 
war als Antwort auf den ersten Flash eine vergrößerte Sekretion der phosphomimeti-
schen Snapinmutante zu beobachten, die sich wie zuvor am besten mit einer einzel-
exponentiellen Funktion beschreiben ließ.  
Die durch den zweiten Flash ausgelöste Kapazitätsantwort wurde am besten mit ei-
ner doppelexponentiellen Funktion beschrieben, was die Vermutung nahe legte, dass 
dieser Teil aus zwei Komponenten bestand. So erhielt ich einen kleineren Pool mit 
einer schnellen, sowie einen größeren Pool mit einer langsameren Zeitkonstante. 
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Nach der Hypothese, mit dem ersten Flash nur den HCSP zu leeren, war davon aus-
zugehen, dass es sich bei den durch den zweiten Flash freigesetzten Pools um den 
restlichen RRP sowie SRP handelte. Die quantitave Analyse dieser beiden Pools 
ergab, dass bei gleichen Zeitkonstanten die Pool-Größen keinen signifikanten Unter-
schied zeigten. Hieraus ist zu folgern, dass Snapin selektiv den HCSP vergrößert 
(p<0,001), aber sowohl auf den Rest des RRP als auch auf den SRP keinen Effekt 
zu haben scheint. 
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Abb. 18: Exozytose in snapin-S50A und snapin-S50D-überexprimierenden Zellen 
als Antwort auf einen Double-Flash  
A. Gemittelte [Ca2+]i und Kapazitätsantwort (n=24 (S50A), n=25 (S50D), N=12). Photoly-
se von Ca2+ auf Werte 3,5 µM < [Ca2+]i < 10 µM mit dem ersten Flash und auf Werte 20 
µM < [Ca2+]i < 30 µM mit dem zweiten Flash löst eine zweizeitige Sekretion aus. Die 
Flashantwort der phosphomimetischen Mutante S50D ist beim ersten Flash vergrößert. 
Die Antwort auf den zweiten Flash zeigt keinen signifikanten Unterschied.  
B. Gemittelte Amperometrieantwort aus je fünf exemplarischen Zellen. Der größere Teil 
der Katecholamine wird durch den ersten Flash ausgeschüttet.  
C. Quantitative Analyse der Poolgrößen und der jeweiligen Zeitkonstanten. (*** p<0,001) 
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4.2 Effekte von Complexin II auf den HCSP 
 
Nach dem Ergebnis des Double-Flash-Versuches schien Snapin selektiv den HCSP 
zu vergrößern. Daraus ergab sich die Frage, ob nicht auch andere Proteine, welche 
den exozytotischen Burst vergrößern, einen Effekt auf den HCSP haben.  
Complexin II ist ein Protein, das calciumunabhängig an den assemblierten SNARE-
Komplex bindet und diesen stabilisiert (Sudhof and Rothman, 2009). Es wurde jüngst 
gezeigt, dass Complexin II, die einzige exprimierte Isoform in Chromaffinzellen, einen 
verstärkenden Einfluss auf die burst-artige Exozytose in Chromaffinzellen besitzt (Cai 
et al., 2008) und ebenso wie Snapin die Calciumsensitivität erhöht (Reim et al., 
2001).  
Um die Wirkung von Complexin II auf die verschiedenen Pools unterscheiden zu 
können, verwendete ich wieder das Double-Flash-Protokoll (siehe 4.3). Wie zuvor 
konnte mit dem ersten Flash ein kleiner Pool mit einer Zeitkonstante und mit dem 
zweiten Flash zwei Pools mit einer schnellen bzw. langsamen Zeitkonstanten freige-
setzt werden (siehe Abb. 19 a). Ebenfalls vergleichbar wurde in der amperometri-
schen Detektion der Katecholaminsekretion der Großteil durch den ersten Flash frei-
gesetzt (siehe Abb. 19 b). 
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Complexin II vergrößerte den HCSP signifikant (p<0,05), aber schien im Gegensatz 
zu Snapin auch einen Einfluss auf die zweite Flashantwort zu haben. Um diesen Ef-
fekt nachzuweisen, der in der quantitativen Auswertung nicht signifikant erschien, 
verglich ich das Verhältnis der schnellen Komponenten aus beiden Double-Flash-
Abb. 19: Exozytose in Complexin II-überexprimierenden Zellen als Antwort auf ei-
nen Double-Flash  
A. Gemittelte [Ca2+]i und Kapazitätsantwort (n=26, N=12). Photolyse von Ca2+ auf Werte 
3,5 µM < [Ca2+]i < 10 µM mit dem ersten Flash und auf Werte 20 µM < [Ca2+]i < 30 µM mit 
dem zweiten Flash löst eine zweizeitige Sekretion aus. Im Gegensatz zu Snapin scheint 
Complexin II beide Flashantworten zu beeinflussen.  
B. Gemittelte Amperometrieantwort. Der größere Teil der Katecholamine wird durch den 
ersten Flash ausgeschüttet. C, Quantitative Analyse der Poolgrößen und der jeweiligen 
Zeitkonstanten. (* p<0,05) 
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Experimenten. Hierbei fiel auf, dass Snapin die Antwort auf den ersten Flash relativ 
verstärkt (p<0,01). Ein entsprechender Effekt war bei den complexin-
überexprimierenden Zellen nicht zu finden, was die Annahme eines selektiven Ef-















4.3 Sekretionsdynamik bei Double-Flash-Experimenten 
 
Aus Single-Flash-Experimenten in Kombination mit einer direkten amperometrischen 
Messung der Katecholaminfreisetzung war bekannt, dass die Kapazitätsantwort gut 
mit der Amperometrieantwort korreliert. Da in diesen Experimenten in der Regel alle 
Pools entleert wurden, war eine Unterscheidung welcher Pool das tatsächliche Korre-
lat des amperometrischen Signals darstellt bis dato nicht möglich. 
Bei den Stimulationen mit einem Double-Flash und gleichzeitiger Detektion der 
Transmitterausschüttung fiel auf, dass fast die gesamte funktionelle Sekretion, d. h. 
katecholaminhaltige Vesikel, auf einem niedrigen Calciumlevel stattfindet (vergleiche 
Abb. 18 b u. 19 b). So scheint der HCSP nicht nur in Bezug auf die Calciumsensitivi-
tät, sondern gerade in funktioneller Hinsicht von besonderer Bedeutung zu sein. 
 
Abb. 20: Verhältnis der schnellen Komponente des ersten Flash (AF1) zum zweiten 
Flash (AF2) 
Die Geraden stellen die jeweiligen Ausgleichsgeraden dar. 
A. Verhältnis bei Snapin-S50A- und -S50D-überexprimierenden Zellen. Die Antwort auf den 
ersten Flash ist relativ verstärkt, was die Annahme eines selektiven Effektes auf den HCSP 
bestätigt. (p<0,01)  
B. Verhältnis bei eGFP- und CPX II-überexprimierenden Zellen. CPX II bewirkt keine Verän-
derung des Verhältnisses. 






5.1 Freisetzungsverhalten des HCSP 
 
Bei allen durchgeführten Experimenten stellte sich immer die Frage, ob es mit einer 
bestimmten Stimulationsform generell möglich ist, Sekretion auszulösen, und spezi-
ell, um welchen Pool es sich bei dieser Sekretion konkret handelt. Ich versuchte, mit 
unterschiedlichen Protokollen zunächst nur den HCSP zu leeren und später die rest-
lichen Pools. Um die unterschiedlichen Pools zu differenzieren, war es nötig, mit den 
jeweiligen Protokollen eine möglichst exakte Separierung der unterschiedlichen 
Pools zu erreichen. 
 
 
5.1.1 HCSP in Depolarisationsexperimenten 
 
In dem durchgeführten Depolarisationsexperiment war kein Unterschied zwischen 
den snapin-überexprimierenden und den Wildtyp-Zellen festzustellen (siehe 
Abb. 15). Aufgrund von Ergebnissen aus anderen Publikationen (Voets et al., 1999; 
Yang et al., 2002) war davon auszugehen, dass ein Depolarisationsprotokoll nicht in 
der Lage ist, die nicht in der Nähe von Calciumkanälen lokalisierten Vesikel des 
HCSP freizusetzen. Diese Feststellung passt zwar zu den von mir gewonnenen Er-
gebnissen und der Annahme, dass Snapin selektiv den HCSP beeinflusst, aber da 
ich durch die mit Fura-4F-Farbstoff versetzte intrazelluläre Lösung auf der anderen 
Seite in der Lage war, die globale intrazelluläre Calciumkonzentration zu bestimmen, 
stellte sich die Frage, ob ein global auf über 1 mM erhöhtes Calcium, das in Micro-
domänen rund um Calciumkanäle ein stark erhöhtes Calciumlevel bedeuten muss 
(Klingauf and Neher, 1997; Garcia et al., 2006; Oheim et al., 2006), wirklich nicht die 
Vesikel des HCSP erreicht. Auch in einem anderen Depolarisationsexperiment, das 
mit einer intrazellulären Lösung ohne Fura-4F-Farbstoff und NP-EGTA durchgeführt 
wurde, konnte kein Unterschied nachgewiesen werden (D. Stevens, unveröffentlichte 
Ergebnisse). 
Ebenso könnte eine langsamere Kinetik des Calciumanstiegs bei einem Depolarisa-
tionsstimulus im Vergleich zur schlagartigen Erhöhung durch einen Flash einen Un-
terschied zwischen den Depolarisations- und Flash-Experimenten bedingen. Diese 
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Hypothese ist allerdings reine Spekulation und bedarf weiterer Untersuchungen, wie 
z. B. Rampenexperimente, die langsam die intrazelluläre Calciumkonzentration erhö-
hen und weiterer Depolarisationsexperimente. 
 
 
5.1.2 HCSP in Flash-Experimenten 
 
Durch die Stimulation mit einem Flash gelang es, das intrazelluläre Calcium in einen 
mikromolaren Bereich zu erhöhen und damit Sekretion auszulösen. Diese Sekretion 
ließ sich in den unterschiedlichen Experimenten ab einer Schwelle von ca. 4-5 µM 
intrazellulärer Calciumkonzentration beobachten. Verschiedene andere Arbeiten, die 
die Freisetzung des HCSP untersuchten, beschrieben – wenn auch in unterschiedli-
chen Zelltypen – teilweise abweichende Schwellen oder Zeitkonstanten (Yang et al., 
2002; Yang and Gillis, 2004; Liu et al., 2006). Wie konnte man also wissen, ob wirk-
lich der HCSP ausgeschüttet wird oder nicht doch ein anderer bzw. mehrere Pools 
freigesetzt werden. Folgende Argumente führten zu der Schlussfolgerung, dass 
durch die Flash-Stimulation in der Tat der HCSP ausgeschüttet wird:  
1.  Schlagartige Sekretion als Antwort auf einen Flash-Stimulus, wurde ab einer 
Schwelle von einigen µM intrazellulärer Calciumkonzentration beobachtet. Da in 
einem niedrigeren Bereich keine adäquate, schlagartige Kapazitätsantwort zu re-
gistrieren war, ist davon auszugehen, dass es sich bei diesem als ersten freige-
setzten Pool per definitionem um den HCSP handelt.  
2.  In allen Flash-Experimenten wurde mit dem ersten Flash nur ein Pool mit einer 
Zeitkonstanten freigesetzt. In den Double-Flash-Experimenten waren neben der 
Sekretion durch den ersten Flash (des mutmaßlichen HCSP) zwei Pools in der 
zweiten Flash-Antwort zu beobachten. 
3.  Unabhängig vom Calciumlevel und der Sekretion im ersten Flash wurden im zwei-
ten Flash immer zwei Pools ausgeschüttet. Das heißt, es ist davon auszugehen, 
dass unabhängig von der Sekretion des HCSP (als Subpool des RRP) immer der 
RRP bzw. Rest des RRP und der SRP freigesetzt wurden. 
4.  Die gefundenen Pool-Größen entsprechen den zuvor in der Literatur beschriebe-
nen Pool-Größen von HCSP, RRP und SRP (Moser und Neher, 1997a; Voets, 
2000; Yang et al., 2002). 
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5.2 Veränderte Zeitkonstanten im zweiten Flash 
 
Wenn man die in den Double-Flash-Experimenten (siehe Abb. 18 u. 19) gefundenen 
Zeitkonstanten für den mutmaßlichen RRP und SRP mit den publizierten Zeitkon-
stanten (Voets, 2000; Rettig and Neher, 2002) vergleicht, fällt eine Diskrepanz auf: 
Die Zeitkonstanten in den Double-Flash-Experimenten sind um ein Vielfaches lang-
samer als üblich. Wie kann man also davon ausgehen, mit dem zweiten Flash RRP 
und SRP freizusetzen, und was erklärt die veränderten Zeitkonstanten? 
Theoretisch ist es leicht nachzuvollziehen, dass nach dem Leeren eines kleineren 
Subpools mit einer zweiten Stimulation der noch nicht sezernierte Rest ausgeschüttet 
wird. Um die Schlussfolgerung, dass es sich bei diesem noch nicht sezernierten Rest 
um den RRP und SRP handelt, besser zu verstehen, hilft folgende Beobachtung: Es 
wurden mit dem zweiten Flash immer zwei Pools mit den vorher beschriebenen lang-
sameren Zeitkonstanten freigesetzt, unabhängig davon, ob und wie viel Sekretion mit 








Über die Ursachen der im Mittel um den Faktor 7-10 verlängerten Zeitkonstanten 
kann bei dem jetzigen Kenntnisstand nur spekuliert werden. Es wäre denkbar, dass 
die Calciumsensoren (z. B. Synaptotagmin) des SNARE-Komplexes aufgrund eines 
höheren intrazellulären Calciumlevels und/oder bereits stattgefundener Sekretion 
gesättigt sind, was zu einem langsameren Ansprechen auf eine (weitere) Calciumer-
höhung führt. Um diese These zu verifizieren, bedarf es allerdings weiterer Experi-
Abb. 21: Zeitkonstanten im 2. Flash unabhängig von [Ca2+]i und Sekretion im 1. Flash 
Beispielzellen mit unterschiedlichen [Ca2+]i nach dem 1. Flash. 
A, 1. Flash: [Ca2+]i 3,3 µM, Zeitkonstanten im 2. Flash: τfast: 0,194; τslow: 1,530 
B, 1. Flash: [Ca2+]i 7,0 µM, Zeitkonstanten im 2. Flash: τfast: 0,087; τslow: 1,358 
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mente, die ausgehend von unterschiedlichen Calciumniveaus detailliert die Sekreti-
onsmechanismen und -kinetiken untersuchen. 
 
 
5.3 Exklusiver Effekt von Snapin auf den HCSP 
 
Die bei den Double-Flash-Experimenten (siehe Abb. 18 u. 19) separate Beobach-
tungsmöglichkeit der unterschiedlichen Pools legt im Fall von Snapin die Vermutung 
nahe, dass dieses Protein einen selektiven Einfluss auf den ersten Flash – und damit 
auf den HCSP – besitzt. Die im zweiten Flash zu beobachtende Sekretion verläuft 
annähernd parallel, so dass hier kein Unterschied zu bestehen scheint. Diese Fest-
stellung ist bei dem Complexin-Experiment nicht zu machen. Im Gegensatz zu Sna-
pin scheint Complexin II einen Effekt auf die gesamte Sekretion zu haben. Um diese 
Annahme zu bestätigen, wurde eine quantitative Analyse der Verhältnisse der Kapa-
zitätsantworten aus dem ersten und zweiten Flash angefertigt (siehe Abb. 20). Dort 
ist sichtbar, dass Snapin im Kontrast zu Complexin II über den gesamten mikromola-
ren Bereich das Verhältnis zu Gunsten des ersten Flashs beeinflusst. Für seine 
Funktionalität und damit für den beschriebenen Effekt erforderlich ist, dass Snapin in 
seiner phosphorylierten Form vorliegt (vergleiche 4.1.3). 
Um mit abschließender Sicherheit sagen zu können, dass Snapin einen exklusiven 
Effekt auf den HCSP hat, wäre die Durchführung eines Snapin-KO-Experiments not-
wendig. Bei Korrektheit der oben gemachten Annahmen müsste der HCSP in einem 
Snapin-KO komplett fehlen.  
Ebenso interessant erscheint es, weitere Proteine, die einen Effekt auf den HCSP 
haben könnten, zu untersuchen. Denkbare Kandidaten wären hier der Calciumsen-
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5.4 Korrelation von Kapazitätsmessung und Amperometrie 
 
Die in Flash-Experimenten zu beobachtenden Kapazitätsänderungen entsprechen 
der Verschmelzung von Vesikeln mit der Zellmembran und daraus folgender Freiset-
zung von Neurotransmittern. In wie weit diese Sekretion funktionell ist, d. h. ob und 
wie viel Neurotransmitter tatsächlich ausgeschüttet werden, lässt sich durch alleinige 
Kapazitätsmessungen nicht beantworten (Bruns and Jahn, 1995). Die Kombination 
von Kapazitätsmessungen mit der direkten amperometrischen Detektion von Neuro-
transmittern ermöglicht es, quantitative Aussagen über die Menge an freigesetzten 
Neurotransmittern zu machen, die besonders bei den durchgeführten Double-Flash-
Experimenten interessant erscheinen. So fiel auf, dass der Großteil der Katecholami-
ne mit dem ersten Flash und nur sehr wenig mit dem zweiten Flash ausgeschüttet 
wird (siehe Abb. 18 b u. 19 b). Diese Tatsache fiel bisher bei konventionellen Flash-
Experimenten, die nicht gesondert den HCSP betrachteten, nicht auf. Zwar haben 
Yang et al. in kombinierten Flash-Depolarisations-Experimenten mittels Amperome-
trie eine annähernd gleiche Menge von Neurotransmittern aus dem HCSP und RRP 
gefunden (Yang et al., 2007), die ich in meinen Experimenten allerdings nicht bestä-
tigen konnte.  
Dennoch bleibt die Rolle des HCSP bei der funktionellen Neurotransmitterausschüt-
tung weiterhin ungeklärt. Freilich könnte man eine besondere Rolle des HCSP bei 
der physiologischen, d.h. der in einem niedrigen mikromolaren Bereich stattfinden-
den Sekretion, postulieren. Hierbei stellt sich allerdings die Frage, welche physiologi-
schen Mechanismen für die Calciumerhöhung an diesen, weit von Calciumkanälen 
entfernten Vesikeln verantwortlich sind, da die globale Calciumerhöhung durch einen 












Aus den durchgeführten Experimenten ergeben sich mehrere Fragestellungen. Zum 
einen wäre es interessant, sowohl die Rolle von Snapin als auch den Einfluss ande-
rer Proteine auf den HCSP zu untersuchen. Zum anderen scheint es nötig, die Me-
chanismen der Neurotransmitterausschüttung in einem niedrigen mikromolaren Be-
reich systematisch zu durchleuchten.  
Um einen exklusiven Effekt von Snapin auf den HCSP mit abschließender Sicherheit 
postulieren zu können, ist die Durchführung eines Snapin-KO-Experimentes erforder-
lich. Des Weiteren wurde mit Complexin II nur ein Kandidat, von dem ein Einfluss auf 
die Calciumsensitivität bekannt ist, untersucht. Weitere denkbare Proteine wären der 
Snapin-Bindungspartner SNAP-25 und der Calciumsensor Synaptotagmin. 
Die Diskrepanz zwischen Depolarisations- und Flash-Experimenten warf die Frage 
auf, ob eine unterschiedliche Kinetik der Calciumerhöhung einen Einfluss auf die 
Freisetzung verschiedener Pools hat. Ebenso fielen veränderte Zeitkonstanten bei 
den Double-Flash-Experimenten auf. Um eine Abhängigkeit von der Calciumerhö-
hung systematisch zu untersuchen, wären Kombinationen von unterschiedlichen 
Stimuli vorstellbar. In Bezug auf den in meinen Depolaristionsexperimenten nicht 
auslösbaren HCSP wäre es interessant, vor einen Flash eine Depolarisationsserie zu 
setzen. Auf der anderen Seite würde eine langsame Calciumerhöhung durch eine 
Rampe mit nachfolgendem Flash (oder auch Depolarisationen) ein Protokoll darstel-
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